

















Der Cytochromgehalt des Nervensystems. 
Von 
St. Huszak. 
(Aus dem Institut fiir Gehirnforschung der Universitat Szeged.) 


(Eingegangen am 3. Juli 1938.) 


Das von Mac Munn (1) entdeckte Cytochrom kann nach Kei- 
lin (2), (3) als Zwischenglied zwischen Dehydrasen und Oxydasen 


gelten. Das reduzierte Cytochrom wird vom molekularen Sauerstoff 


nicht unmittelbar oxydiert, sondern bedarf dazu der Mitwirkung einer 
spezifischen Oxydase, der Cytochrom-Oxydase, die mit dem Warburg- 
schen Atmungsferment identifiziert werden konnte. Die Reduktion 
des Cytochroms, die durch Narcotica gehemmt werden kann, lat sich 
am vorteilhaftesten an dem System Dehydrase + Succinat + Cyto- 
chrom erforschen. Zur Priifung der Oxydation bedient man sich des 
Systems Oxydase -- Cytochrom + Cystein; die Funktion dieses Systems 
kann durch Cyan, H,S, NaN,, oder CO ebenso gehemmt werden, 
wie die Sauerstoffaufnahme der unversehrten Zelle oder die Para- 
phenylendiamin-Oxydation in Gegenwart des Atmungsfermentes. In der 
Cytochromoxydation sieht Keilin die gegenseitige Wirkung zwischen 
Substrat und Ferment; das Cytochrom soll an die spezifische Ober- 
fliche adsorbiert werden und dadurch wire seine Autoxydation 
méglich. Keilin fand einen gewissen Parallelismus zwischen dem 
Cytochrom- bzw. Indophenoloxydase-Gehalt einerseits und der Aktivitat 
der Zellatmung andererseits. Das Cytochrom besteht eigentlich aus 
den drei Komponenten A, B und C, die zusammen im reduzierten 
Zustand die fiir das Cytochrom charakteristischen vier Absorptions- 
streifen, a, b, c und d, im sichtbaren Spektrum ergeben. Die Lage der 
einzelnen Absorptionsstreifen zeigt bei den verschiedenen Tiergattungen 
kaum nennenswerte Unterschiede. Die in den Brustmuskeln der Biene 
sichtbaren Streifen liegen bei a = 6046,b = 5665,¢ = 5502, d = 5210 A, 
Im Blauen und im Violetten sind auBerdem auch noch bei 4490, 4430 
und 4170 A Absorptionsstreifen zu finden. Das oxydierte Cytochrom 
zeigt ein mehr oder weniger diffuses Absorptionsbild mit den Banden 
a = 5665, 8 = 5287 A. In den einzelnen Zellen ist die Lage der Streifen 
ziemlich konstant; ein Unterschied besteht nur in bezug auf ihre 
Starke; z. B. kann der Streifen ) starker oder schwacher sein als a 
und c. Im Laufe der Oxydation verschwinden die einzelnen Streifen 
nicht auf einmal; so kann z. B. a, c und d oder bloB ¢ und d langere Zeit 
sichtbar bleiben. Durch Zusatz von Urethan und durch Schiitteln an 
der Luft kann a und c zum Verschwinden gebracht werden, wahrend 
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b bestehen bleibt und manchmal sogar noch starker sichtbar wird 
In der Leber der Saugetiere sowie in gewissen fakultativ anaeroben 
Bakterien sind nur die Streifen 5590 und 5290 A sichtbar. Von den 
drei Cytochrom-Komponenten sind A und B ziemlich labil, so werden 
sie z. B. bei einer Temperatur von 56°C vernichtet. In den anaeroben 
Zellen konnte Keilin kein Cytochrom nachweisen. 

Was den Cytochromgehalt des Nervensystems anlangt, so ist 
vorauszuschicken, da das Nervensystem bekanntlich nicht — wie 
z. B. Muskel oder Leber — aus einem einheitlichen Gewebe besteht. 
sondern aus mehrfachen Elementen zusammengesetzt ist, die sich in 
bezug auf den Bau und die Funktion stark voneinander unterscheiden, 
obwohl sie nicht selten unmittelbar nebeneinander liegen. Die eigent- 
lichen Nervenelemente sind bekanntlich ektodermalen Ursprungs, 
wahrend die Gliazellarten zum Teil dem Ektoderm, zum Teil dem 
Mesoderm (Mikroglia) entstammen. Dazu kommen noch die meso- 
dermalen GefiBe und Haute. Die chemische Zusammensetzung der 
verschiedenen grauen Kerne des Zentralnervensystems und gewisser 
Hirnrindengebiete weicht voneinander ab, wie dies u.a. auch Palla- 
din (4) nachgewiesen hat. Bei der Untersuchung des Oxydations- 
mechanismus der sympathischen Ganglien konnte ich (5) frither nach- 
weisen, daB diese — ebenso wie die Marksubstanz der Nebenniere, 
die gleichen Ursprungs ist — keine Indophenoloxydase enthalten. 
Ogston und Green (6) priiften das Verhaltnis der Atmung zur Indo- 
phenoloxydase in verschiedenen tierischen Organen (Qo, /Q-Indophenol- 
oxydase) und fanden dabei fiir die Leber, Nieren sowie das Muskel- 
gewebe die mehr oder weniger standigen Werte von 1,5 bis 1,9, wahrend 
sich in bezug auf das Gehirn der Durchschnittswert von 0,4 ergab. Die 
héchsten Indophenoloxydasewerte fanden sich stets im Gehirn. Werden 
frische Gehirnteile in das Nadi-Reagens gebracht, dann zeigen nach 
Marinesco (7) die Rindensubstanz und die grauen Kerne eine blauliche 
Verfirbung, wahrend die Marksubstanz wei® bleibt; diesen Befund 
konnte ich auch durch eigene Versuche bestiatigen. Diese Ergebnisse 
lassen auf das Vorhandensein des Cytochroms schlieBen. 


Wir fiihrten unsere Untersuchungen an menschlichen Gehirnteilen 
und an frischem tierischen Nervengewebe aus. 


Junge Hunde lieBen wir nach Durchschneidung der V. jugularis ver- 
bluten; durch die in die Carotis interna eingefiihrte Kaniile wurde das 
GefaBsystem solange mit physiologischer Kochsalzlésung durchgewaschen, 
bis die Spiilfliissigkeit vollkommen blutfrei war. Aus den hierauf ent- 
nommenen Organen fertigten wir diinne Schnitte an und preBten diese 
zwischen zwei Objekttriger (anaerobe Verhiltnisse); das Absorptionsspek- 


trum untersuchten wir mit Hilfe eines Okularspektroskops bei starker 


elektrischer Lichtquelle. Die Organe wurden auBerdem auch noch fein 
verrieben, in 1 %iger Natriumhydrosulfitlésung (Na,S,O,) suspendiert und 
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ein Teil der Suspension mit m/1000 KCN versetzt, um die Oxydation des 
Cytochroms vollkommen auszuschalten. Diese Versuche fiihrten wir bei 
negativem Cytochrombefund aus, da wir annahmen, daB die anaerobe 
Reduktion in den Geweben nicht geniige, um das etwa vorhandene Cyto- 
chrom zu reduzieren. Parallel mit diesen Versuchen wurde auch noch die 
Indophenoloxydase gepriift. Zu diesem Zwecke wurden die Gewebestiicke 
zum Teil in fein verriebenem Zustand, zum Teil in der Form von méglichst 
diinnen Schnitten in eine Pufferlésung (pq = 6) mit dem Nadischen 
Reagens (m/100 «-Naphthol + m/100 Dimethylparaphenylendiaminhydro- 
chlorid in 50% igem Alkohol) versetzt; den Zeitpunkt der Blaufarbung be- 
stimmten wir mit Hilfe eines Auflichtmikroskops. 


Im Zentralnervensystem sind die Indophenoloxydase und das 
Cytochrom an denselben Orten zu finden. Die starkste Oxydase- 
reaktion sowie die Cytochrom-Absorptionsstreifen fanden sich in der 
Rinde und in den zentralen grauen Kernen. Am starksten ist der 
Absorptionsstreifen c zu sehen; ihrer Intensitaét entsprechend folgen der 
Reihe nach b, a und schlieBlich d. Die menschliche Substantia nigra zeigt 
deutliche Indophenoloxydase-Reaktion: im Absorptionsspektrum er- 
scheint auBer den Streifen b und ¢ auch noch eine breite, unscharf 
begrenzte Absorption zwischen 6000 und 6300 A. In der weifBen Substanz 
fehlt sowohl die Indophenoloxydase als auch das Cytochrom; die 
charakteristischen Absorptionsstreifen sind weder in den frischen, 
anaeroben noch in den mit Natriumhydrosulfit reduzierten und mit 
Cyanid behandelten Geweben zu sehen. In der Rinde nimmt der Cyto- 
chromgehalt in der Richtung von den Hirnhauten nach der Marksub- 
stanz ab. Infolge technischer Schwierigkeiten war es uns nicht méglich, 
den Cytochromgehalt kleinerer Kerne isoliert zu untersuchen — so z. B. 
jenen der Kerne im verlingerten Mark —, doch waren in dem Gebiet 
derselben die bezeichnenden Absorptionsstreifen stets zu finden. In 
den peripheren Nervenstiimmen fand sich ebenfalls kein Cytochrom, 
hier fehlt auch die Indophenoloxydase. Unter den Ganglien des sensiblen 
und des autonomen Nervensystems enthalten die sympathischen keine 
Indophenoloxydase. Werden gleiche Mengen dieser Ganglien und der 
Rindensubstanz mit Quarzsand verrieben, und wird der mit m/15 Phos- 
phat-Puffer (px = 6) bereitete Extrakt mit Paraphenylendiamin oder 
mit dem Nadischen Reagens versetzt, so ergeben sich fiir den Zeitpunkt 
der Blaufairbung folgende Werte: in einer halben Minute beginnt die 
Rinde, in 2 Minuten das sensible Ganglion und in 10 Minuten das 
sympathische Ganglion blau zu werden ; zu dieser Zeit hat sich auch schon 
die als Kontrolle verwendete, aufgekochte Rinde blau verfarbt. Von 
der manometrischen Untersuchung (Sauerstoffverbrauch) sahen wir 
hier ab, da der Zellgehalt der Nervengewebe in der gleichen Gewebe- 
masse infolge der verschiedenen Menge der keine Indophenoloxydase 
enthaltenden Gewebselemente (Leitungsbahnen) stark verschieden sein 
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kann. In den sympathischen Ganglien des Pferdes konnten wir auch 
bei Verwendung besonders dicker Gewebsschichten kein Cytochrom 
nachweisen. In den sensiblen Ganglien (Pferd) fand sich in dicke1 


Schicht bei Verwendung frischer sowie mit Natriumhydrosulfit 
verriebener Praparate — der Linie ¢ entsprechend ein blasser Streifen. 


Die hier beschriebenen Versuchsergebnisse bestiatigen die Tatsache, 
da der Oxydationsmechanismus der Hirnrinde, der zentralen grauen 
Kerne sowie der Ganglien der sensiblen Nerven zum Warburg-Keilin- 
schen, d. h. zu einem eisenhaltigen, katalytischen System gehért. In 
der Lebensfunktion sowie im Stoffwechsel der erwaihnten Nerven- 
zentren spielen demnach die Eisen-Porphyrinverbindungen eine wich- 
tige Rolle, deren naihere Kenntnis gewisse neuropathologische Fragen 


verstandlich machen. kann. 
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Einfaches kolorimetrisches Verfahren 
zur Bestimmung des Zuckergehaltes im Liquor mit dem 
Pulfrichschen Stufenphotometer. 
Von 


Paul Ujsaghy. 
(Aus der Kinderklinik der Elisabeth-Universitat zu Pécs.) 
(Eingegangen am 17. Juni 1938.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die auBerordentlich groBe Zahl der Methoden zur Bestimmung des 
Zuckers in Geweben und Korperfliissigkeiten laBt vermuten, daB jeder 
Methode irgendein Fehler anhaftet, so da man immer wieder bestrebt 
war, Neueres und Vollkommeneres zu finden. Der Hauptnachteil der 
bisherigen Zuckerbestimmungsmethoden fiir klinische Zwecke ist ihre 
lange Dauer. Sie sind deshalb in Fallen, wo ein Ergebnis schnell er- 
forderlich ist, wenig geeignet und als einfache diagnostische Hilfsmittel 
nicht zu brauchen. Als unspezifiseche Reduktionsverfahren zeigen sie 
nicht nur die Reduktion durch den Zucker allein an, sondern dariiber 
hinaus auch ein mehr oder weniger groBes ,,Reduktionsplus“, die sogenannte 
Restreduktion. Diese wird durch reduzierende aber nicht zuckerartige 
Stoffe verursacht und ist je nach deren Menge und der Art der Bestim- 
mung verschieden groB. 

Diese zwei Schwierigkeiten veranlaBten uns, nach einem einfachen 
quantitativen Verfahren zu suchen, das méglichst rasch und leicht aus- 
fiihrbar ist, die Genauigkeit der bisherigen Methoden erreicht und die 
Restreduktion soweit wie méglich ausschaltet. Ein groBer Teil der in 
der Literatur beschriebenen Methoden der Zuckerbestimmung ist fiir 
den Blutzucker ausgearbeitet; die meisten sind aber auch bei Liquor- 
untersuchungen anwendbar. Spezielle Zuckerbestimmungen fiir Liquor 
gibt es wenige. Wenn wir unser Verfahren fiir Liquor ausgearbeitet 
haben, so geschah es nur deshalb, weil eben der Liquor zu einer quanti- 
tativen Auswertung der Farbreaktion, welche die Grundlage unserer 
Bestimmung bildet, besonders geignet ist. 


Von den Methoden der Zuckerbestimmung muBten die meist- 
verbreiteten ,,Reduktions‘‘methoden wegen der erwahnten Rest- 
reduktion ausscheiden. Es ist allerdings zu betonen, daB gerade im 
Liquor nur eine geringe Menge der die Restreduktion verursachenden 
Stoffe enthalten ist, doch ist dies nach unserer Erfahrung nur bei nor- 
malem Liquor der Fall; in Liquor mit erhéhter Reduktion fallt ein an- 
sehnlicher Teil der Gesamtreduktion auf nicht zuckerartige Stoffe. 
Es blieb noch die Wahl zwischen mehreren kolorimetrischen Bestim- 
mungsmethoden, welche, wie die kolorimetrischen Methoden im all- 
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gemeinen, schon wegen ihrer Einfachheit fiir unsere Zwecke geeigneter 
erschienen. Wir wahlten fiir unsere Bestimmungsmethode auf Grund 
theoretischer Uberlegungen und vergleichender Versuche die von 
Molisch (1) und Udranszky (2) beschriebene Zuckerprobe mit «-Naphthol. 
Obwohl sicher schon mehrere Forscher diesen Weg eingeschlagen 
hatten, finden sich in der zuginglichen Literatur auBer der Methodik 
von Reicher und Stein (3) keine Angaben dariiber. 

Ahnliche Schwefelséurereaktionen benutzten Tillmans und 
Philippi (4) zur quantitativen Bestimmung der in EiweifSstoffen vor- 
handenen Kohlenhydrate. Sie benutzten Thymol statt «-Naphthol. 
Auch wir versuchten Thymol statt «-Naphthol zu verwenden, wobei 
die Farbbestaindigkeit mit dem Stufenphotometer kontrolliert wurde, 
bekamen aber keine geniigend reproduzierbaren Werte. 

Dische und Popper (5) arbeiteten mit Indol und Schwefelsdiure 
ihre Gesamtkohlenhydratbestimmung aus, aber wir bekamen auch hier 
mit dem Stufenphotometer abweichende Werte, allerdings in geringerem 
MaBe wie bei Thymol. 


Molisch wies 1876 nach, daB Zucker bei Anwesenheit von «-Naphthol 
mit konzentrierter Schwefelsiiure eine tief bliulich-rote Farbe gibt. Ud- 
ranszky zeigte in seinen Untersuchungen tiber die Reaktion, daf sie aut 
der Bildung von Furfurol beruht, welches aus den Kohlenhydraten unter 
der Einwirkung der Schwefelsiure entsteht und mit dem «-Naphthol die 
Farbreaktion gibt. Molisch konnte dabei noch 0,2 mg, Udrdanszky noch 
0,028 mg Traubenzucker nachweisen: Da die entstandene Farbtiefe dem 
Zuckergehalt proportional war, lag der Gedanke nahe, diese Farbreaktion 
zu einer quantitativen Reaktion auszubauen. Udrdnszky (6) selbst hat ein 
Verfahren fiir Harn ausgearbeitet, das aber in weiteren Kreisen nicht be- 
kannt wurde. Spater benutzte man die Reaktion wegen der ungleichmaBigen 
Farbentwicklung, die durch ungleichmaéBige Erwairmung bedingt ist, nicht 
mehr. Durch entsprechende Behandlung aber kann eine gleichmaBige Er- 
warmung der Lésung erreicht werden und somit fallen die gegen die Probe 
angefiihrten Einwainde weg. GriBere Schwierigkeiten verursachte aber 
die im Liquor unter gewissen Umstanden auftretende Milchsaure, die durch 
einen gelblichen Farbton die schéne blaulich-rote Farbe der Reaktion soweit 
veraindert, daB sie weder mit dem Standardkeil noch mit der Standard- 
zuckerlésung genau verglichen werden kann. Hier war die einzige Hilfe das 
Zeisssche Stufenphotometer, das mit dem entsprechenden Filter die stérende 
Wirkung der gelben Farbténe ausschaltet. Ein groBer Vorteil des Apparates 
ist, daB man nicht mit Standardlésungen oder mit dem Standardkeil 
zu arbeiten braucht, sondern eine Eichkurve zur Errechnung der Er- 
gebnisse verwendet werden kann. 


Die Versuche wurden in der 10 mm-Kiivette des Stufenphoto- 
meters ausgefiihrt; mit den erforderlichen Mengen zur Ausspiilung 
waren etwa 6 ccm Reaktionslésung notwendig. Davon entfielen 2 ccm 
auf die zu untersuchende Lésung und 4 ccm (um eine zu groBe Ver- 
diinnung der konzentrierten Schwefelsiure zu vermeiden) auf die 
Schwefelsaure. 
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1. a-Naphthol. 


Von den kristallinischen «-Naphtholpraparaten erwies sich das von 
Kahlbaum p.a. als geniigend rein; es lést sich leicht in Alkohol. Zur Be- 
stimmung der nétigen Konzentration und Menge der «-Naphthol-Lésung 
wurden zu einem empirisch zusammengestellten Zucker- und H,S0O,- 
Gemisch einerseits gleiche Mengen von verschieden konzentrierten «-Naph- 
thollésungen, andererseits verschiedene Mengen «-Naphthollésung gleicher 
Konzentration gegeben. 0,1 ccm einer 5% igen Lésung gibt keine geniigend 
dunkle Farbung, dagegen vermochte eine 10 %ige Lésung schon mit 0,1 cem 
die nétige Farbintensitat zu geben. Eine weitere Erhéhung der Konzen- 
tration andert kaum mehr die Farbtiefe, das iiberschiissige «-Naphthol aber 
wird ausgefallt und schwimmt in Kristallen an der Oberfliche des Ge- 
misches. Ahnliche Resultate gaben im allgemeinen die mit 0,1 bis 0,5 cem 
einer 10 %igen Lésung ausgefiihrten Untersuchungen. Dabei trat durch die 
Anderung der Verdiinnung schon bei 0,3cem eine hellere Farbe als bei 
0,1 eem auf, und das iiberschiissige «-Naphthol war schon bei 0,2 cem an 
der Oberfliche der Lésung zu sehen. 


2. Alkohol. 


Zur Lésung des «-Naphthols wurde Alkohol p. a. Kahlbaum benutzt. 
Die nicht analysenreinen Praiparate sind wegen ihrer Kohlenhydrat- 
verunreinigung ungeeignet. Es ist ratsam, auf einmal héchstens 5 ccm 
a-Naphthollésung zu bereiten und sie in einer gut verschlieBbaren Flasche 
aufzubewahren. Auch empfiehlt es sich, alle 5 Tage eine frische Lésung 
herzustellen. 


8. Schwefelsiure. 


Man kann die p. a. Praiparate mit einem spez. Gewicht von 1,84 ver- 
wenden; die neueren Fabrikate mancher Fabriken aber sind mit verhialtnis- 
maBig viel perschwefelsiureartigen Stoffen verunreinigt, die bei der «-Naph- 
tholreaktion eine griine Farbe geben und das Zustandekommen der Farb- 
reaktion des Zuckers betrichtlich stéren. Fiir die Bestimmungen am 
brauchbarsten erwies sich noch das Schwefelséurepraiparat von Schuchardt, 


Tabelle I. 





H, $0, Zugegehene ccm 


zur 2 ccm- Entstandene Farbe Extinktion Bemerkung 

OF, Zuckerlésung 

70 4 7) 

75 4 4 

80 4 blaBrosa 

85 4 s 

90 4 rosa | 0,215 

95 4 blaulichrot | 0,420 
100 4 intensiv blaulichrot 0,824 
100 1 4 «-Naphthol ausgefillt 
100 2 blaBrosa es na 
100 a blaulichrot wenig «-Naphthol 
100 4 intensiv blaulichrot | 0,824 ausgefallt 
100 5 blaulichrot 0,602 
100 6 6 0,552 
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das Perschwefelséure nur in ganz kleinen Mengen enthalt. Man beachte, daB 
Staub aus der Luft die Schwefelséure verunreinigen und so die Blindwerte 
erhGhen kann, welche nie eine Extinktion von 0,120 iiberschreiten diirfen. 

Zur Feststellung der optimalen Menge und Konzentration der H,SO, 
wurden ahnliche Versuche wie bei «-Naphthol angestellt. Die Ergebnisse 
zeigt Tabelle I, S. 143. 

Bei der Reaktion kann nur konzentrierte Schwefelsiure verwendet 
werden, denn nur sie vermag unter den gegebenen Verhaltnissen simtliches 
abspaltbare Furfurol von den Kohlenhydraten abzutrennen. Weniger als 
4cem konz. H,SO, werden von der zu untersuchenden Lésung derartig 
verdiinnt, da8 die Farbreaktion nicht mehr zustande kommt; bei mehr als 
4cem wird wiederum die Gesamtfliissigkeit so vermehrt, daB die Farb- 
intensitat abnimmt. Um ein Aufkochen des Gemisches zu vermeiden, wird 
die Schwefelséiure langsam in das schrig gehaltene Reagensglas unter die 
a-Naphthol-Zuckerlésung geschichtet und dann mit genau zehn energischen 
und gleichmaéBigen Schiittelbewegungen mit dieser vermischt. 

Mit der Vermischung beginnt zugleich die Farbentwicklung, und zwar 
so rasch, daB in den ersten 2 Minuten 75°, der Farbintensitat erreicht 
werden, wihrend das Maximum erst in weiteren 8 Minuten zustande kommt. 
Wenn das Reagensrohr nach 2 Minuten in ein kaltes Wasserbad gelegt wird, 
geht die Farbentwicklung so rasch vor sich, daB das Maximum schon in 
5 Minuten erreicht wird ; spater wird die Farbintensitaét kaum noch verandert. 
Wenn man die Absorption in diesem Zeitpunkt am Stufenphotometer 
abliest, zeigt sie einen der maximalen Farbintensitét entsprechenden Wert. 

Zur Auswahl des geeignetsten Filters haben wir mit 2ccm einer 
80 mg% igen Zuckerlésung die Absorption mit simtlichen Filtern bestimmt 
und die ihnen entsprechende Extinktion berechnet (Tabelle I1). 

Tabelle Il. Lichtabsorption einer 80 mg%igen Dextroselésung fiir 
verschiedene Stufofilter. 








Filter sca a Extinktion Filter — Extinktion 
lo 0 

S 48 36,3 0,440 8 57 15,0 0,824 

S 47 32,8 0,484 861 | 55,8 0,254 

S 50 31,3 0,504 S 72 79,8 0,099 

S 53 23,8 0,633 8 77 80,8 0,094 


Die stairkste Absorption gab also das Filter 8 57; es wurde daher 
weiterhin nur dieses Filter benutzt. Die Farbe der beiden Gesichtsfeld- 
halften des Stufenphotometers ist in diinneren Lésungen vollkommen gleich- 
maBig, nur bei sehr konzentrierten Lésungen hat die Seite der zu unter- 
suchenden Lésung einen leichten Stich ins Graue, der aber bei einiger Ubung 
kaum stort. 

Um festzustellen, ob Proportionalitat zwischen Zuckergehalt und 
der Farbintensitat besteht, wurden Lésungen mit bekanntem Zucker- 
gehalt benutzt, die 10 bis 100 mg Dextrose puriss. Kahlbaum in 100 ecm 
enthielten. Da die Farbe dieser Lésungen unter den gegebenen Ver- 
haltnissen sehr intensiv war, wurde die Absorption von je 2 ccm der 
20fach verdiinnten Lésungen je zehnmal bestimmt. Aus den gewonnenen 
Werten wurde nach Abzug der Extinktion der Blindwerte eine Ex- 
tinktionskurve aufgestellt. 
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Zur weiteren Vereinfachung der Berechnung des Zuckergehalts 
wurden die zu den einzelnen Zuckermilligrammprozenten gehérenden 
Extinktionswerte in Tabelle II] zusammengestellt. 


Tabelle IIT. 


Technische Ausfiihrung der Bestimmung. 

















Extink- mg®/,) | Extink- mg?/9 | Extink- mg®/> 

tion Zucker tion Zucker tion Zucker tion 
0,0088 1 0,184 21 0,259 41 0,534 
0,0175 2 | 0,193 22 | 0,368 42 | 0,543 
0,0261 3 0,201 23 0,377 43 0,552 
0,035 4 0,211 24 0,386 44 0,561 
0,044 5 0,219 25 0,395 45 0,570 
0,053 6 0,228 26 0,404 46 0,579 
0,061 7 0,237 27 0,412 | 47 0,587 
0,070 8 0,245 28 0,421 48 0,596 
0,079 9 0,254 29 0,429 | 49 0,605 
0,088 10 0,263 30 0,438 | 50 0,613 
0,096 11 0,272 31 0,447 51 0,622 
0,105 | 12 0,281 32 0,456 | 52 0,631 
0,114 13 | 0,290 33 | 0,464 | 53 | 0,640 
0,123 14 0,298 34 0,473 | 54 0,648 
0,131 15 0,307 35 0,482 | 55 0,656 
0,140 | 16 0,315 36 0,491 | 56 0,665 
0,148 17 0,324 37 0,499 57 0,674 
0,158 18 0,333 38 0,508 58 0,684 
0,167 19 0,341 39 0,517 | 59 0,693 
0,176 20 0,350 40 0,526 | 60 0,702 


Extink- § mg®/9 
Zucker 


61 
62 
63 
64 
65 
66 
67 
68 
69 
75 
71 
72 


73 


Von dem filtrierten oder abzentrifugierten Liquor 
Papierflocken vollkommen frei sein — werden 0,5 ccm in ein sauberes 


Reagensglas gebracht und mit 
9,0 ccm destilliertem Wasser auf 
genau 10 ccm verdiinnt. Nach 
energischem Durchschiitteln 
werden davon jeweils 2 ccm in 
dickwandige Reagensglaser ge- 
bracht und erst zu dem einen 
0,leem 10%ige alkoholische 
a-Naphthollésung gegeben. 
Nach griindlichem Durchschiit- 
teln werden in dem schrag ge- 
haltenen Reagensglas 4 ccm 


konzentrierte Schwefelsaure 
unterschichtet. Nun wird der 


Inhalt des Reagensglases auf 
die erwaihnte Weise mit zehn 


ein kaltes Wasserbad gestellt. 


090 


Extink- 





mg” 9 
tion Zucker 

0,710 81 
0,718 82 
0,726 83 
0,735 84 
0,744 85 
0,754 86 
0,763 87 
0,771 88 
0,780 &9 
0,789 90 
0,797 91 
0,806 92 
0,814 93 
0,823 94 
0,832 95 
0,841 96 
0,850 972 
0,859 98 
0,867 99 
0,876 100 


— er muB von 
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Abb. 1. 


Schiittelbewegungen durchgemischt, 
2 Minuten lang an der Luft stehengelassen und 5 Minuten lang in 


Indessen kann man bei einiger Ubung 
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den Parallelwert bearbeiten, so daB, wenn das erste Reagensglas in 
das kalte Wasserbad kommt, das zweite schon an die Luft gestellt 
werden kann. Nach 2 Minuten kommt auch letzteres ins Wasser- 
bad. Der Inhalt des Reagensglases wird nach 5 Minuten in die 
10 mm-Kiivette des Stufenphotometers gefiillt und die prozentuelle 
Durchlassigkeit bei Filter 857 bestimmt. Man liest an beiden Seiten 
dreimal ab. Ebenso wird der Parallelwert behandelt, der Mittelwert 
errechnet und von ihm das Mittel der Blindwerte abgezogen. Die 
Zuckerwerte kénnen entweder der Extinktionskurve oder der Tabelle Il] 
entnommen werden. Der Blindwert ist ziemlich gleichbleibend, es 
geniigt, ihn woéchentlich einmal oder bei Erneuerung der H,SO, zu 
bestimmen. 










Spezifizitat der Reaktion. 





Um die Spezifizitét der Reaktion festzustellen, haben wir zunachst 
Untersuchungen mit verschiedenen Zuckern, dann mit nicht zucker- 
artigen, im Liquor aber vielleicht doch gelegentlich vorkommenden 
Stoffen ausgefiihrt und gepriift, inwieweit diese Stoffe die Reaktion 
nach Molisch geben und wieviet Dextrose dem durch sie verursachten 
Fehler entspricht. Wir wahlten absichtlich so groBe Mengen der einzelnen 
Stoffe, wie sie, mit Ausnahme von EiweiB — auch unter pathologischen 
Verhaltnissen im Liquor nicht vorkommen kénnen. 

Von den Kohlenhydraten verhielten sich die Monosaccharide genau 
so wie die Dextrose, und die durch sie verursachte Farbintensitat ent- 
spricht im groBen und ganzen der Farbintensitat ahnlich konzentrierter 
Dextroselésungen. Die Disaccharide zeigten ahnliches Verhalten wie 
die Monosaccharide, sie werden offenbar unter der Einwirkung der 
Schwefelsiure sofort in ihre Komponenten hydrolysiert. Das gleiche 
gilt auch fiir Polysaccharide. Andere Verinderungen der Zucker- 
molekiile heben die Reaktion auf; z. B. gibt Calciumgluconat auch 
in 200 mg®%iger Lésung keine Farbreaktion. 























Tabelle IV. 




















Stoff Yarbreaktion Stoff Farbreaktion 
(200 mg entspricht Bemerkung (200 mg entspricht Bemerkung 
in 100cem) || mg®/) Dextrose in 100 ecm) mg®/y Dextrose 

Harnsaéure 3,0 Pepton 6,9 
Harnstoff 5.3 Vitamin C Ps: 
Kreatin 0 Albumin 3,0 
Kreatinin 0 Globulin 3,0 BlaGgelb 
Cystein 3,5 Cholesterin % 
Cystin 3,0 Milchsaure ea 
Glutathion 0 














Unter den EiweiBstoffen geben Albumin und Globulin gemal} 
ihrem Gehalt an ,.gebundenem Zucker“ eine verhaltnismaBig starke 
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Reaktion. Von den EiweiBabbauprodukten geben Harnsaure, Harn- 
stoff, Cystein und Cystin Reaktionen, die meBbaren Mengen Dextrose 
entsprechen; Kreatin, Kreatinin zeigen entweder iiberhaupt keine oder 
nur eine ganz geringe Reaktion. Von den iibrigen in Frage kommenden 
Stoffen gibt noch das Vitamin C eine meBbare Reaktion. Milchsiure, 
Cholesterin geben eine gelbe Farbreaktion, die kaum eine wesent- 
liche Absorption bei Filter 8 57 bedingt. 

Praktisch kommen also im Liquor aufer Dextrose andere 
Kohlenhydrate nicht oder nur in geringfiigigen Mengen vor. Albumin 
und Globulin sind dagegen stiandige Bestandteile des Liquors. Die 
von uns angewandte EiweiSkonzentration von 200 mg%, ist aber das 
Zehnfache des normalen EiweiSgehalts, dem also nur ein Dextrosewert 
von 0,3 mg% entspricht. Deshalb ist auch die Ausfillung des EiweiBes 
bis 100 mg®, bei unserer Methode entbehrlich, wihrend es bei allen 
anderen quantitativen Bestimmungen notwendig ist. Die Eiweib- 
derivate, welche die Reaktion in nennenswertem MaBe geben, haben 
keine praktische Bedeutung, weil sie im Liquor nicht in stérenden 
Mengen vorkommen. Das Vitamin C, dessen Menge im Liquor héchstens 
10 mg®%, betragt, kann schon wegen seiner geringen Konzentration 
keine Differenz verursachen, denn 10 mg, entsprechen nur 0,37 mg°% 
Dextrose. 

Damit die Genauigkeit der Bestimmung auch in Liquor mit hohem 
EiweiBgehalt nicht beeintrachtigt wird — es kommen doch auch Werte 
iiber 500 mg®, vor, was schon mehrere mg®%, im Zuckerwert ver- 
ursachen kann — suchten wir nach einer Methode, die eine Ausfallung 
des EiweiBes erméglicht, ohne das Zustandekommen der Farb- 
reaktion zu stéren und das Verfahren umstandlicher zu machen. Die 
Ergebnisse der Versuche mit den tiblichen EiweiBfallungsmitteln sind 
in der folgenden Tabelle zusammengestellt : 


Tabelle V. 





Filtrier- = 
barkelé des Endfarbe und 


Fallungsmittel | Konzentration Nieder- Klarheit beim 


schlages Ablesen 


gut gelbe Endfarbe 
<a etwas getriibt 


Sulfosalicylsiure % schlecht getriibt 
Metaphosphorsaure gut klar 
Na-Wolframat + Schwefelsdure a blaue Farbung 
nach Somogyi * getriibt 
Fe(OH); + MgSO, 10% +10% ‘ leicht getriibt 


Von den Fallungsmitteln veriindert eines die Farbe der Reaktion 
und beinahe alle verursachen in der Schwefelsiurelésung eine leichte 
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Triibung, welche die Absorption erhéht. Am giinstigsten war noch die 
Fallung mit Metaphosphorsaéure, welche nur manchmal und dann eine 
kaum merkliche Triibung in der Lésung verursachte. Der hiermit 
verursachte Fehler JaBt sich aber dadurch beseitigen, daB man in diesen 
Fallen den Blindwert bestimmt — der natiirlich denselben Triibungs- 
fehler besitzt —- und dessen Extinktion in Abzug bringt. Bei der Ver- 


diinnung des Liquors werden 2,5 ccm dieses Fallungsmittels zu 0,5 ecm 
Liquor gegeben und dann wird mit dest. Wasser auf 10 ccm aufgefiillt. 


Unter den Fehlerquellen der Bestimmung spielen eine ungenaue Ab- 
messung und ungenaue MeBgerate die Hauptrolle, da man mit kleinen 
Zuckermengen zu arbeiten hat und die geringste Ungenauigkeit schon groBe 
Fehler verursachen kann. Bei entsprechender Ubung kann aber die Dif- 
ferenz zwischen den Parallelwerten durch genaue Messung beseitigt werden. 
VerhaltnismaBig groBe Differenzen verursachen Papier- und Watteflocken, 
die irgendwie in die Lésung kommen, denn sie geben infolge ihres Cellulose- 
gehalts die Reaktion und erhéhen somit den Zuckerwert. Entsprechendes 
gilt von Verunreinigung der Schwefelséiure mit Luftstaub (s. S. 144 oben). 
VerhaltnismaBig geringe Fehler entstehen bei schlecht ausgefiihrtem 
Zusammenschiitteln und Abkiihlen. 


~ 


Genauigkeit der Methode. 


Die Genauigkeit der Methode wurde an Liquor mit bekanntem 
Zuckergehalt gepriift, dem bestimmte Mengen Zuckerlésungen mit 
bekannter Konzentration zugesetzt wurden (Tabelle V1). 


Tabelle VI. 





Zuckerwert in ; Wiedergefunden Abweichung 





Ausgangswert zugegeben berechnet gefunden 9/9 05 


xo 


40 85 85 100 0 
80 125 124 \ 99,2 — 0,8 
80 123 124 100.8 + 0,8 
20 24 23,5 97,9 — 2,1 
40 42 42 100 0 
80 104 104 100 0 
20 44,5 44,5 100 0 
20 95 96 101,1 ie 

1, 


+ te a 
Go Or 


. 
oO 


IW bo 


OU ifn ee he ie 


49,0 20 69 68 98,5 
24,5 45 69,5 69 99,2 — 


J 
) 


< 


Der mittlere Fehler war, nach Gauf berechnet, + 0,56%. Selbstver- 
stindlich kann man mit einem so geringen Fehler im Anfang noch nicht 
arbeiten, denn es gehért eine gewisse Ubung dazu, die Bestimmung mit der 
erforderlichen GleichmaBigkeit durchzufiihren. 

Zur Kontrolle der Brauchbarkeit unserer Methode wurden mit der 
allgemein gebrauchten und wegen ihrer Genauigkeit anerkannten 
Methode nach Hagedorn-Jensen vergleichende Versuche ausgefiihrt. 
Es wurden mehr als 200 Liquore untersucht und die Werte von einigen, 
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ohne besondere Auswahl, in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 
Die «-Naphtholwerte stimmen ziemlich gut mit den nach Hagedorn- 
Jensen gewonnenen Werten iiberein. 


Tabelle VII. 





Zuckergehalt in mg°/, Zuckergehalt in mg? 
*rotokoll . é Protokoll a 2 
Protok nach Hagedorn- mit Naphthol- - nach Hagedorn- mit Naphthol- 
Nr. Jensen Schwefelsiiure Nr. Jensen Schwefelsiure 
151 79 84 157 13 39 
152 7d 69 158 73 69 
153 13 8 159 51 54 
154 71 7d 160 hd 5d 
155 54 5d.0 161 107 97 
156 72 70 162 11 14 





Es ist naheliegend, die so einfache und genaue Bestimmung im 
Liquor auch fiir Blut auszuarbeiten. Dies kann aber praktisch nicht 
ohne die Ausfillung einiger im Blute schon in st6renden Mengen vor- 
kommenden Stoffe verwirklicht werden. Dadurch wird die Methode 
umstandlicher, so daB sie gegeniiber den zahlreichen vorhandenen 
Blutzuckerbestimmungen keine Vorteile bieten diirfte. 


Zusammenfassung. 


Eine neue einfache und rasch arbeitende kolorimetrische Methode 
zur quantitativen Bestimmung des Zuckergehalts im Liquor auf Grund 
der «-Naphthol-Schwefelsiurereaktion ist beschrieben worden. 

Der Zuckerwert kann unmittelbar aus einer gegebenen Kurve oder 
Tabelle abgelesen werden. Ein Vorteil unserer Zuckerbestimmungs- 
methode ist, daB eine EiweiBfaillung bis zu einem EiweiBgehalt von 
100 mg®,, entbehrlich wird. 


Literatur. 

1) Molisch, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 19, 746, 1886. - 2) Ud.- 
ranszky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 12, 355, 1888. — 3) Reicher u. Stein, 
Verhandl. d. Kongr. f. inn. Med. 27, 401, 1910. —- 4) Tillmans u. Philippi, 
diese Zeitschr. 215, 36, 1929. —- 5) Dische u. Popper, ebenda 175, 371, 1926. 


- 6) Udranszky, Orvosi Hetilap 1889, 8. 575. 
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Isolierung der prosthetischen Gruppe der d-Aminosdiureoxydase. 
Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 11, Juli 1938.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


1933 entdeckte H. A. Krebs! ein lésliches Oxydationsferment, das 
die Spiegelbildisomeren der natiirlichen Aminosaiuren zu Ketonsaduren 
oxydiert, z. B. 


Alanin + O, + H,O = Brenztraubensiure + H,O, + NHs3. 


Wir haben gefunden?, daB dieses Ferment ein konjugiertes Protein 
ist; daB es aus einem unwirksamen Proteinteil und einem reversibel 


abtrennbaren unwirksamen Nicht-Proteinteil — der prosthetischen 
Gruppe — besteht, die sich dissoziierend zu dem wirksamen Ferment 
verbinden. 


In dieser Arbeit werden wir die Isolierung der prosthetischen 
Gruppe*® beschreiben. Eine Arbeit tiber den Proteinteil, den Negelein 
und Brémel isoliert haben, wird folgen. 

Die prosthetische Gruppe der Aminosdureoxydase enthalt zwei 
Molekiile Phosphorséure. Bei der sauren Hydrolyse wird ein Molekiil 
Adenin, bei der alkalischen Photolyse wird ein Molekiil Luminoflavin 
frei. Das Molekulargewicht ist 785, die elementare Zusammensetzung ist 

Cy, Hs, Ny P,0,,. 

Dies ist die Zusammensetzung eines Alloxazin-Adenin-Dinucleotids, 
das man sich entstanden denken kann durch Vereinigung von Ribo- 
flavinphosphorsaure mit Adenylséure unter Austritt von Wasser: 

C\7H,NyP, 09 + CyoH,,N;P,0, — H,O = C,,H,,NyP,0,; 

(Riboflavin- (Adenylsiure) 

phosphorsaure) 

Alloxazin-Adenin-Dinucleotid verbindet sich mit dem Proteinteil 
der Aminoséureoxydase zu einem gelben Ferment, das sich von dem 
alten, 1932 entdeckten gelben Ferment‘ sowohl durch den Proteinteil, 
als auch durch die prosthetische Gruppe unterscheidet. Das alte gelbe 





1 H. A. Krebs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 191, 1933; 218, 157, 1933; 
Biochem. J. 29, 1620, 1951, 1935. — * O. Warburg u. W. Christian, diese 
Zeitschr. 295, 261, 1938. — * Kurze Mitteilungen dariiber: O. Warburg u. 
W. Christian, Naturwiss. 26, 201, 235, 1938; diese Zeitschr. 296, 294, 1938: 
297, 417, 1938. — 4 O. Warburg u. W. Christian, Naturwiss. 20, 980, 1932. 
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Ferment kann keine Aminosauren, das neue gelbe Ferment kann keine 
hydrierten Pyridin-Nucleotide oxydieren. 
Alloxazin-Adenin-Dinucleotid vereinigt sich mit dem Proteinteil 
eines dritten Fermentproteins zu einem dritten gelben Ferme ont, das 
Erwin Haas' aus Hefe isoliert hat. Das Dinucleotid ist ferner ein 
Bestandteil der prosthetischen Gruppe des Ferments Xanthinoxydase, 
das kiirzlich von Eric G. Ball? in diesem Institut isoliert worden ist. 


Gibt man Alloxazin-Adenin-Dinucleotid zu dem Proteinteil des 
alten gelben Ferments, sq entsteht ein fiinftes gelbes Ferment, das im 
Dihydro-Pyridintest wirksam ist. Man kann also in dem alten gelben 
Ferment das Alloxazin-Mono-Nucleotid durch das Dinucleotid er-** 
setzen. Aber in den neuen gelben Fermenten kann man das Alloxazin- 
Adenin-Dinucleotid nicht durch das Alloxazin-Mono-Nucleotid ersetzen. 

Die Isolierung der Aminoséureoxydase ist auch von anderer Seite 
— oe so von N. B. Das* in den Instituten von H. v. Euler und 
von A. v. Szent-Gyérgyi, von F. B. Straub* in dem Institut von D. Keilin. 
tl is genannten Autoren gelang es, das Ferment zu isolieren, weder 
den Proteinteil, noch die prosthetische Gruppe. 

Aus chemischen Analogiegriinden hat sich P. Karrer schon 1936 die 
Frage vorgelegt, ob nicht Alloxazin-Adenin-Dinucleotide in der Natur vor- 
kommen. Damals waren in Dahlem das Alloxazin-Mono-Nucleotid sowie 
die beiden Pyridin-Adenin-Dinucleotide isoliert worden. Karrer fand 
in Silberniederschligen aus Leber neben  ,,Lactoflavinphosphorsaure‘‘ 
Adenin. Aber die Isolierung eines Dinucleotids gelang Karrer® nicht. 
,,Bisher“*, schreibt er, ,,ist uns die Befreitung der Lactoflavinphosphorsaure 
von der Adenylséure nicht gelungen. Trotzdem mdéchten wir nicht an- 
nehmen, daB zwischen den beiden Substanzen eine chemische Verbindung 
besteht, obwohl dies nicht ganz ausgeschlossen erscheint.*‘ 


1. Fermentlésung nach H. A. Krebs. 


40 Hammelnieren werden (am besten auf dem Schlachthof, direkt 
nach dem Schlachten der Tiere) in der Fleischhackmaschine zerkleinert 
und in 18 Liter Aceton gegeben. Die Nierensubstanz wird abgesaugt, 
mit Aceton gewaschen, zuniachst im Faust-Heim-, dann im Vakuum- 
Exsikkator tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 


7 Js Nierenpulver wird mit 20 cem Wasser unter Zusatz von Sand 
zerrieben, die Suspension wird hochtourig zentrifugiert. Die iiber- 
stehende Lésung F enthailt das Ferment und etwa 8 mg Protein 
procem. Sie gibt im manometrischen Test mit Alanin z. B. folgende 


Ausschlage : 


1 Vgl. die Arbeit diese Zeitschr., im Druck. — ? Erie G. Ball, Science 
im Druck. . — *? N. B. Das, Biochem. J. 30, 1080, 1617, 1936; Naturwiss. 
26, 168, 1938. — 4 F. B. Straub, Nature 14, 603, 1938. — 5 P. Karrer, 


P. Frei u. H. Meerwein, Helv. Chim. Acta 20, 79, 1937. 








O. Warburg u. W. Christian: 


38°. Im Einsatz Kalilauge. Im Gasraum Luft. 





0,5 cem F 0.5 ccm F 
05 RO 0,5 ,, H,O 
m 10 Pyrophosphat *, 10 ., m 10 Pyrophosphat. 
Pu 53 Pa 5 
- 4.5 iges d, l-Alanin 


emm O, in 10 Min (0) 
Re be a a 0 
®/pigen Lésung des kauflichen Natriumpyrophosphats 


~ &b 

* m 10 Pyrophosphat : 20ccm einer 9 

1,6ccm normal HCl, mit Wasser auf 40 ccm. 
2. Dialyse der Fermentlésung. 

Dialysiert man die Fermentlésung von Krebs in Cellophanschlauchen 
bei 0° gegen flieBendes Wasser, so nimmt ihre Wirksamkeit schneller ab, 
als wenn man sie im Ejisschrank bei 0° aufbewahrt. Die Wirksamkeit 
der dialysierten Fermentlésung wird durch Ultrafiltrat der Ferment- 
lésung oder durch Kochsaft der Fermentlésung nur wenig gesteigert. 


Z. B. erbielten wir mit Alanin als Substrat: 





0,5cem Ferment- 0,5cem Ferment- 0,5cecem Ferment- 
lésung 48 Std. bei lésung 48 Std. bei lésung 48 Std. bei 0 
0° aufbewabrt 0° dialysiert dialysiert 
-- - + 05ecem Uitrafiltrat 


emm QO, in 10 Min. .... — 30 — 19 — 23 


Bedenkt man, da — wie Krebs gefunden hat — die verschieden- 
artigsten Substanzen ,,mitoxydiert’’ werden, wenn Alanin durch die 
Aminosaureoxydase verbrannt wird, so kann aus derartig geringen 
Effekten von Kochsaften nicht geschlossen werden, daB das Ferment 
spaltbar ist in Protein und prosthetische Gruppe. — 

Unsere Versuche iiber die Dialyse der Fermentlésungen bestatigen 
also das im wesentlichen negative Ergebnis von N. B. Das}, der die 
Wirkung dialysierter Fermentlésungen im -Alanintest durch Nieren- 
kochsaft von 19 auf 27, durch Hefekochsaft von 13 auf 15 cmm O, 
in 10 Minuten steigern konnte. 

Warum die Dialyse der rohen Fermentlésungen keine Methode zur 
Trennung der Fermentkomponenten ist obwohl doch die Oxydase 
ein dissoziierendes konjugiertes Protein ist —, wird nach Abschnitt 10 
verstandlich. 


3. Trennung des Fermentproteins von seiner prosthetischen Gruppe. 


Vorbehandtung. 200 cem der Fermentlésung von H. A. Krebs 
(vgl. Abschnitt 1) werden bei 0° mit 1/,, Volumen m/1 Acetatpuffer 
des pu 3,8 versetzt. Der entstehende Niederschlag wird bei 0° abzentri- 
fugiert und verworfen. Aus der iiberstehenden Lésung, die das Ferment 
enthalt, wird das Ferment mit !/, Volumen gesattigter Ammonsulfat- 


1 N. B. Das, Die Naturwiss. 26, 168, 1938. 
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lésung (Sattigungsgrad nach Zusatz des Ammonsulfats 0,33) nieder- 
geschlagen. Man zentrifugiert, gieBt die iiberstehende Fliissigkeit ab 
und verwirft sie. Den Niederschlag lést man bei 0° mit 5cem m 10 
Na-Pyrophospkat des px 8,3 und fiillt mit Wasser auf 100 ccm auf. 
(Lésung A). Bei dieser Behandlung tritt keine wesentliche Trennung ein. 


Trennung. (Alle Operationen sind bei 0° auszufiihren.) 100 cem 
der Lésung A werden mit 35 ccm gesattigter Ammonsulfatlésung 
versetzt, wobei kein Niederschlag fallt. Dann wird bei 0° unter lebhaftem 
Schiitteln 40 cem n/10 Salzséure langsam zu- 
gegeben (vgl. Abb. 1). Nach Zugabe der Salz- 
siure ist pu etwa 2,8 (Kongopapier eben blau), 
der Sattigungsgrad des Ammonsulfats 0,20. 
Der entstandene Niederschlag wird abzentri- 
fugiert, die tiberstehende Fliissigkeit wird ab- 
gegossen und verworfen, der Niederschlag wird 
in 5cem m/10 Natriumpyrophosphat des px 8,3 
gelést, die Lésung wird mit Wasser auf 100 cem 
aufgefiillt (Lésung B). 

100 cem der Lésung B werden wie oben 
mit 35 cem gesittigter Ammonsulfatlésung und EE 
40 cem n/10 Salzsiure versetzt. Der Nieder- ; seach ooh bing ee 
schlag wird in 2,5cem m/10 Natriumpyro- 








phosphat des px 8,3 gelést, die Lésung wird 
mit Wasser auf 25 ccm aufgefiillt und hoch- 
tourig klar zentrifugiert. Der Niederschlag wird _Abb.1. Trennung des 

. ‘ it ; : : i Fermentproteins von seiner 
verworfen, die Lésung wird bei 0° im Vakuum prosthetischen Gruppe. 





} Protein 


der Olpumpe, nachdem sie fest gefroren ist, im 

Eisschrank zur Trockne verdampft. Das Trockenpulver C (etwa 270 mg), 
iiber Calciumchlorid aufbewahrt, ist haltbar. Es besteht im wesentlichen 
aus Salzen (Ammonsulfat, Pyrophosphat) und enthalt etwa 20°, 
Protein, darunter den Proteinteil der Aminosdureoxydase, frei von 


prosthetischer Gruppe. 

Bei der Methode, die sich auch bei der Spaltung anderer Fermente 
bewahrt hat, machen wir von der Erfahrung Gebrauch, daB viele 
Proteine durch Zusatz von Ammonsulfat zu ihren wasserigen Lésungen 
stabilisiert werden. Wiirde man zuerst bis py 2.8 anséiuern und dann 
Ammonsulfat zusetzen, so wiirde man das Fermentprotein im wesent- 
lichen zerst6éren. 

DaB der Proteinteil der Aminosdéureoxydase unter den Bedingungen 
der Trennung (pu 2,8) bei dem niedrigen Sattigungsgrad des Ammon- 
sulfats von 0,2 schon fallt, ist giinstig, da viele Begleit-Proteine bei 
diesem Sattigungsgrad in Lésung bleiben. 

Biochemische Zeitschrift Band 298. 11 
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Zur Beurteilung des Reinheitsgrades des Proteinpraparats Cin 
bezug auf Begleitproteine geben wir die Proteinmengen an, die mat 
im Test mit Alanin als Substrat pro GeféB braucht, um einen Ausschlag 
von etwa 4emm QO, pro Minute zu erzielen, jedesmal bei Uberschul 
von prosthetischer Gruppe: 


Rohe Fermentlésung von Krebs ........... 4000 » Protein 
OPORTO AB OP OT Fe iio 5 ois coin « sin snes’ nya 400 + 
Reines Fermentprotein von Negelein und 

BIVMIOG hS oe nf aise 4s ae Sore ete Wn ce bere 10 + 


4. Der Test zur Bestimmung der prosthetischen Gruppe. 

Fiir den Test zur Bestimmung der prosthetischen Gruppe geniigte 
das Trockenpraparat C (Abschnitt 3), von dem wir 2 mg (= 0,4 mg 
Protein), gelést in 2cem m/20 Pyrophosphat des py 8,3, in den 
Hauptraum eines kegelférmigen ManometergefaBes einfiillen. Der Ein- 
satz enthalt Kalilauge, der Gasraum reinen Sauerstoff, die Ansatz- 
birne 0,2 ccm einer 4,5 °,igen Lésung von d, |]-Alanin. Die Temperatur 
des Thermostaten ist 38°, zur Zeit t, wird das Alanin aus der Birne 
in den Hauptraum gegeben. Ohne Zusatz von prosthetischer Gruppe 
ist der Test reaktionslos. Nach Zusatz der prosthetischen Gruppe tritt 
ein Sauerstoffverbrauch auf, dessen Geschwindigkeit ein relatives Mab 
fiir die Menge der zugesetzten prosthetischen Gruppe ist. Diese Mengen 
sind bei den Priifungen so zu bemessen, daB nach dem Zusatz nur 
ein kleiner Teil des Fermentproteins mit prosthetischer Gruppe ver- 
bunden ist. 

Als Beispiel fiihren wir ein Protokoll an, das wir Ende 1937 ver6ffentlicht 
haben'!. Der Reinheitsgrad der prosthetischen Gruppe war damals etwa 0,5. 


38°. O,. Einsatz KOH. px 8,3. 


. 





Proteinlésung ........... 2cecem 2ceem 2cecm 2ecm 2ecm 2cecem 2cecm aa 
Zu priifendes Priiparat der 

prosthetischen Gruppe . 0,335 7 0,70; 1,347 2,68; | 5,36; 33 3 333 
4,5°%/,iges d,l-Alanin (in 

2 ae eete O0.2cem 0,2cem 0,2cem 0,2cem 0,2cem 0,2cem 0,2 cem 0,2 cem 
emm QO», vor Ejinkippen 

des Alanins in 10 Min. . . 0 0 0 0 0 0 0 0 


emm O, nach Ein- 
kippen des Alanins 
in 10 Min........ 0 —-— 9,4 —17 |— 22,9 — 31,5 -— 36,0 —40,4 0 
Re sae 5 Ss 0 —20,2) —34 |- 44,5 — 60,2 |— 63,6 —76,2' 0 


Durch diesen Versuch war bewiesen, daB die Aminosiureoxydase 
ein reversibles konjugiertes Protein ist. Spater fand das gleiche F. B. 
Straub? in dem Institut von Keilin. 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 295, 261, 1938. 2 F. B. 
Straub, Nature 141, 603, 1938. 
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Als Substrat des Testes kann man statt Alanin irgendeine der 
anderen Aminosauren benutzen, von denen H. A. Krebs gefunden hat, 
daB sie von seinem léslichen Ferment oxydiert werden, z. B. Prolin, 
Methionin, Isoleucin. Wir haben im Laufe unserer Arbeiten iiber die 
Aminosaureoxydase keinen Anhaltspunkt dafiir gefunden, dai die 
Oxydation der verschiedenen Aminosauren von verschiedenen Fermenten 
bewirkt wird. Alle Aminosaduren, die von der rohen Fermentlésung 
von Krebs oxydiert werden, werden auch von einem Ferment oxydiert, 
das durch Zusammengeben des reinen Fermentproteins mit der reinen 
prosthetischen Gruppe entsteht. 

Ist das Substrat des Testes Alanin, so ist das Endprodukt der 
Oxydation Brenztraubensdure, wenn man die rohen Fermentlésungen 
von Krebs benutzt, aber — wie Negelein und Brémel gefunden haben 
Essigsdure, wenn man die reinen Fermentlésungen benutzt. Die Er- 
klarung fiir das verschiedene Verhalten der rohen und reinen Ferment- 
losungen findet man in der Arbeit von Negelein und Brémel. 

Mit Alanin als Substrat und dem Protein C (Abschnitt 3) als 
Fermentprotein haben wir im Gang der Isolierung der prosthetischen 
Gruppe — durch Vergleich mit einem Standardpraparat den Fort- 
schritt der Reinigung bestimmt. Als der relative Reinheitsgrad auf 
keine Art mehr zu steigern war, hatten die Praiparate die Zusammen- 
setzung des Alloxazin-Adenin-Dinucleotids. 


+. Vorbemerkungen zur Isolierung des Dinucleotids. 

Ausgangsmaterialien. Die prosthetische Gruppe der Aminosaure- 
oxydase kurz ,,Dinucleotid*: genannt kommt in allen Zellen, die 
wir gepriift haben, vor. Zur Bestimmung ihrer Menge: erhitzen wir 
Zellen oder Gewebe mit der zehnfachen Menge Wasser 15 Minuten auf 
80°, zentrifugieren und vergleichen im Test, mit Alanin als Substrat, 
die Wirkung des Hitzesaftes mit der Wirkung einer bekannten Menge 
reinen Dinucleotids. 

xeben wir das Gewicht der Zellen und Gewebe in Frischgewicht 
(nicht Trockengewicht) an, so fanden wir z. B.: 


RG Pr rea ere ee 60 mg Dinucleotid 
Rice EE io Care Ge ee kbs epekeurem en 45 ., Be 

Lia cw RMR Soe as a wick RRS oh wae ee se oe 20 

» »» Rattentumor (Jensen-Sarkom).......... & 5 % 
ate: eM Cee! c's Saki okie Wau Oe ale eras i. ma 
TED 5. |”. een eae aCe meee EICy OO ge a = ‘a 

es 5s ED, APO Ss ware cc a0 64/0 6 be 10 bis 20. ,, u 


Da, wie in der Einleitung erwahnt, das Dinucleotid die prosthetische 
Gruppe nicht nur der Aminosiureoxydase, sondern auch anderer 
Fermente ist, so besteht kein Zusammenhang zwischen dem Gehalt 
















































156 O. Warburg u. W. Christian: 


einer Zellart an Aminoséureoxydase und an Dinucleotid. Z. B. kan: 
man aus Pferdeleber keine Aminoséiureoxydase gewinnen, aber reichlic) 
Dinucleotid. 

Stabilitat des Dinucleotids. Neutrale wiasserige Lésungen des 
Dinucleotids behalten im Eisschrank unbegrenzt ihre katalytische 
Fahigkeit (Alanintest). 

Normale Salzsaéure zerstért bei 100° in 5 Minuten die katalytische 
Fahigkeit vollstandig: bei Zimmertemperatur waren nach 4 Stunden 
noch 65%, tibrig. n. 10H, SO, oder n 10 HNO, schadigten in 12 Stunden 
bei Zimmertemperatur nicht merklich. 

0,5n Natronlauge zerstérte die katalytische Fahigkeit bei Zimmer- 
temperatur (auch im Dunkeln) in 2 Stunden vollstandig. n/10 Na,CO, 
wurde bei Zimmertemperatur eine halbe Stunde ohne Schadigung 
vertragen. 

Unter den Bedingungen des Mikro-van Slyke zerstérte salpetrige 
Saure die katalytische Fahigkeit vollstandig. 

Stundenlanges Belichten in neutraler wasseriger Lésung mit einer 
Metallfadenlampe schadigte nicht, wohl aber kurzes Belichten in 0,5 n 
Natronlauge (Luminoflavinreaktion). 

Hydrierung mit Platinwasserstoff bei py 9, mit Natriumhydrosulfit 
bei pu 7,5, entfarbte den Alloxazinteil reversibel, schadigte aber nicht. 

Verhalten zu Schwermetallsalzen. Mercurisulfat sowie Silbernitrat 
fallen das Dinucleotid aus kongosaurer Lésung als rote Mercuri- oder 
Silbersalze, die in Wasser sehr schwer léslich sind. Da das Alloxazin-Mono- 
Nucleotid aus kongosaurer Lésung durch Silbernitrat nicht gefallt wird, 
so hat man in der Silberfallung eine Methode, um das Alloxazin-Mono- 
Nucleotid von dem Dinucleotid zu trennen. Zerlegt man die Mercuri- 
oder Silbersalze mit Schwefelwasserstoff, so kann das Dinucleotid von 
den Metallsulfiden nur schwer mit Wasser, aber leicht mit verdiinnter 


‘Bariumacetatlésung eluiert werden. 


Auch Bleiacetat fallt das Dinucleotid. Setzt man das Bleisalz mit 
Phosphat um, so enthalt die Lésung Dinucleotid; setzt man aber mit 
Schwefelwasserstoff um, so erhalt man ein griinlich fluoreszierendes 
Eluat, das katalytisch unwirksam ist. 

Adsorptionsmittel. Aluminiumhydroxyd sowie ,,Aluminiumoxyd 
nach Brockmann’: der Firma Merck adsorbieren das Dinucleotid aus 
wisserigen Lésungen des py 4 bis 5. Mit Carbonat-Bicarbonatgemischen 
des pu 9 kann das Dinucleotid wieder eluiert und aus den Eluaten 
nach Anséuern mit Mercurisulfat gefallt werden. Im ganzen waren 
Adsorptionsschritte von keinem Vorteil, so daB wir sie in den Arbeits- 
gang nicht aufgenommen haben. 

Fdllung aus wésseriger Lésung mit organischen Lésungsmitteln wie 
Alkohol, Aceton usw. hat sich nicht bewahrt; oft tritt dabei griinliche 
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Fluoreszenz auf, immer ein Zeichen dafiir, daB die katalytische Wirksam- 
keit zerst6rt ist. 

Ausschiitteln mit Phenolen. R.D.Green und A. Black! haben ge- 
funden, da man Riboflavin aus wasserigen, noch besser salzhaltigen 
Lésungen mit Phenol oder substituierten Phenolen ausschiitteln kann. 
Nach A. Emmerie* gilt das gleiche fiir die Riboflavinphosphorsaure, 
nach unseren Beobachtungen auch fiir das Dinucleotid. Aus wasserigen 
Losungen, die mit Ammonsulfat zu zwei Drittel gesattigt sind, geht 
das Dinucleotid vollstandig heraus, wenn man einmal mit !/,, Volumen 
p-Kresol schiittelt, ein wichtiger Schritt in unserem Arbeitsgang. 

Bariumsalz. Versetzt man eine wasserige Lésung des Dinucleotids 
mit Bariumacetat und engt ein, so scheidet sich also aus essigsaurer 
Lésung ein orangefarbenes Bariumsalz ab, das wenig angenehme 
Eigenschaften hat. Gibt man aber auBer Bariumacetat noch Ammonium- 
acetat dazu und dampft unter vermindertem Druck zur Trockne, so 
erhalt man ein tief braunrot gefarbtes Bariumsalz, iiber das uns die 
Reindarstellung des Dinucleotids gelungen ist. Von diesem Bariumsalz 
lésen sich bei Zimmertemperatur pro ccm Wasser etwa 2,5 mg, bei 60° 
etwa 5mg. Durch mehrfaches Umlésen zwischen diesen Temperaturen 
ist es méglich, alle Begleitsubstanzen zu entfernen. 

Begleitsubstanzen. Mit Hilfe der Quecksilber- und Silberfallungen 
aus kongosaurer Lésung kommt man leicht zu Dinucleotidpraparaten 
des Reinheitsgrades 0,1, die frei sind von Alloxazin-Mono-Nucleotid. 
Viel schwerer als die Abtrennung des Alloxazin-Mono-Nucleotids ist 
die Abtrennung von Adenin-Nucleotiden (wahrscheinlich Polynucleo- 
tiden), deren Gegenwart man durch den Mikro-van Slyke feststellt. 
Diese Verbindungen gehen zum Teil auch in das Phenol und Kresol 
und werden erst vollstandig beim Umlésen des rotbraunen Barium- 
salzes entfernt. 


6. Isolierung des Dinucleotids aus Niere und Leber. 


25 kg Pferdelebern und 25 kg Pferdenieren werden in der Fleisch- 
hackmaschine zerkleinert und in 250 Liter Aceton gegeben. Man 
saugt ab, kocht zweimal mit 50 Liter Athylalkohol aus, extrahiert dann 
zweimal mit 200 Liter Wasser bei Zimmertemperatur, indem man jedes- 
mal 30 Minuten riihrt, zentrifugiert das Ungeléste ab und fallt die 
iiberstehende Fliissigkeit mit !/, ihres Volumens 50° ,iger Trichlor- 
essigsiure. Der Trichloressigsiureniederschlag wird abzentrifugiert 
und verworfen, die iiberstehende Fliissigkeit wird sofort mit! ,, Volumen 
saurer Quecksilbersulfatlésung (Reagens nach Hopkins und Cole, 10g 


1 R. D. Green u. A. Black, J. Amer. Chem. Soc. 59, 1820, 1937. 
2 A. Emmerie, Nature 141, 416, 1938. 
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HgSO, in 100 cem 5 Vol.-°, H,SO,) gefallt. Der Niederschlag, de: 
das Dinucleotid enthalt, wird abzentrifugiert, mehrmals mit Wasser 
gewaschen, in Wasser suspendiert und mit H,S zerlegt. 

Das HgS wascht man auf der Zentrifuge zunachst mit Wasser 
dann mit m/100 Ba-Acetat solange, als noch gelbe Farbe in Lésung 
geht. Der Zusatz von Bariumacetat verhindert auch, daB das HgS 
kolloidal wird, ein Kunstgriff, den wir allgemein empfehlen kénnen. 














Die Mutterlauge des HgS und die Waschfliissigkeiten haben zu 
sammen ein Volumen von etwa 4 Liter. Man fallt zunachst mit 8 ccm 
30°.iger AgNO,-Lésung einen fast farblosen Niederschlag, der ab. 
zentrifugiert und verworfen wird, dann mit 40 ccm 30°%,iger Ag NO,.- 
Lésung einen rétlichen Niederschlag, der das Dinucleotid enthalt, und 
wascht diesen Niederschlag auf der Zentrifuge mit Wasser. Bei der 
Silberfallung bleibt ein Teil der gelben Farbe naimlich derjenige, der 
von dem Alloxazin-Mono-Nucleotid herriihrt in Lésung. Durch 
Silber in schwach saurer Lésung werden also die beiden Alloxazin- 





























Nucleotide voneinander getrennt. 

Der rétliche Silberniederschlag wird mit H,S zerlegt, das Ag,S 
wird zunachst mit Wasser, dann mit m/100 Ba-Acetat gewaschen, bis 
keine gelbe Farbe mehr in Lésung geht. Mutterlauge und Wasch- 
fliissigkeiten des Ag,S engt man unter vermindertem Druck auf 25 cem 
ein, wobei ein gelber kariumhaltiger Niederschlag ausfallt, der beim 
Kiihlen auf 0° starker wird. Er wird abgesaugt und mit wenig kaltem 
Wasser gewaschen. Die dunkel gefarbte Mutterlauge wird verworfen. 
Der gelbe Niederschlag (A) enthalt das Dinucleotid. Reinheitsgrad 
0,1 bis 0,2. 

Man lést den gelben Niederschlag A, ohne ihn zu trocknen, in 
etwa 400 ccm Wasser von 46°, macht mit zweifach normaler Schwefel- 
siure stark kongosauer, zentrifugiert das’ Bariumsulfat ab und gibt 
auf 100 ccm der gelben Lésung 50g festes Ammoniumsulfat hinzu. 
Die Ammonsulfatlésung, deren Volumen etwa 500 ccm betragt, wird 
mit 25cem p-Kresol in einer Pulverflasche gut durchgeschiittelt und 
dann zentrifugiert, wobei sich zeigt, daB die gesamte Farbe in das 
Kresol gegangen ist. Man saugt die untenstehende wasserige Loésung 
ab und verwirft sie. Die Kresollésung wascht man auf der Zentrifuge 
mehrmals mit schwefelsaurer Ammonsulfatlésung (90 ccm Wasser, 
10 cem zweifach normale Schwefelsaure, 50 g Ammonsulfat). SchlieBlich 
hebt man die iiberstehende tiefgelbe Kresollésung, die nur sehr wenig 
Ammonsulfat enthalt, vorsichtig von der Salzlésung ab, schiittelt nach 
Zusatz von Wasser das Kresol mit Ather aus (wobei man dem ersten 
Atherauszug etwas gelbe Farbe durch wenig Wasser entzieht) und 
erhalt so etwa 100 ccm einer wasserigen, wenig Ammonsulfat ent- 
haltenden Lésung (B), die das gesamte Dinucleotid des Bariumnieder- 
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schlags enthalt, von dem man ausging. Der Reinheitsgrad des Dinu- 
cleotids steigt bei diesem Schritt von 0,15 auf etwa 0,5. 

Bariumsalz. Aus der wasserigen gelben Lésung B entfernt man 
zunachst das Sulfat mit Bariumacetat, wozu man etwa 1,0 ccm m 2 
Ba-Acetat braucht. Nachdem man das BaSO, abzentrifugiert hat, 
bestimmt man den Phosphorgehalt der Lésung, setzt auf 1 Gramm- 
atom P ein Mol Ba-Acetat dazu, engt unter vermindertem Druck auf 
etwa 20 cem ein, zentrifugiert etwa noch ausgeschiedenes Bariumsulfat 
ab, gibt auf 1 Grammatom P 
2 Mole Ammoniumacetat dazu 
und verdampft die Lésung im 
Vakuumexsikkator iiber Phos- P 
phorpentoxyd zur Trockne. 

Den Riickstand  verreibt “«€, 
man sorgfaltig mit 96° ,igem = / 

Alkohol, wascht mehrmals auf 

der Zentrifuge mit 96°, igem 

Alkohol, verwirft die alkoholi- 

sche Lésung, gibt auf den Riick- Be. 
stand das Vierfache seines Vo- 
lumens Wasser, erwarmt auf 40°, 
verreibt den Niederschlag sorg- 
faltig mit dem warmen Wasser, wobei das Ba-Salz des Dinucleotids 
sréBtenteils ungelést bleibt, wahrend die Begleitsubstanzen im wesent- 
lichen in das Wasser gehen. Die Extraktion mit Wasser von 40° wird 
einmal wiederholt, aber mit der Halfte der bei der ersten Extraktion 


Abb. 2. Bariumsalz der prosthetischen Gruppe. 


verwandten Wassermenge. 

Der nunmehr verbleibende tiefbraune Riickstand wird bei 60° 
solange mit kleinen Mengen Wasser, z. B. viermal mit 5 ccm Wasser, 
extrahiert, bis fast die ganze Farbe in Lésung gegangen ist. Ein nur 
wenig gefairbter Riickstand wird verworfen, die vier Wasserextrak- 
tionen laBt man getrennt auf Zimmertemperatur abkiithlen, wobei tief- 
rotbraune schwere Niederschlage entstehen, die man sich absetzen laBt 
und unter dem Mikroskop priift. 

Diejenigen Fraktionen, die sich als traubenférmig vereinigte Kugeln 
abscheiden (Abb. 2), vereinigt man und lést sie aus Wasser von 60° um. 
Die amorph aussehenden Fraktionen verwirft man. 

Aus 50 kg Niere oder Leber erhalt man so etwa 65 mg analysenreine 
Substanz, pro kg also rund 1] mg, das sind nur einige Prozente der in 
den Ausgangsmaterialien enthaltenen Dinucleotidmengen. Der verlust- 
reichste Schritt des Verfahrens ist der letzte, der Ubergang von dem 
Reinheitsgrad 0,5 zum Reinheitsgrad 1, die Fraktionierung der Barium- 
salze. 
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Zur Analyse wird das Bariumsalz im Hochvakuum bei 60° getrocknet. 
Es verliert dabei etwa 10°, seines Gewichtes. 

W. Liittgens fand fiir die im Hochvakuum getrocknete Substanz: 

3,983 mg. 5,172 mg CO,. 1,345 mg H,O. 1,280 mg Ba-Metaphosphat. 


5,088 mg. 0,612 cem N [23,49 763 mm]. Pkolorimetrisch 6,37 %. 





Cc H N P Ba 
Ba-Salz des Alloxazin-Adenin-Dinucleotids, 
Cy; Hg, Ng P, BaO,, (M 920): 
BU tes eins CaN poo tle pales Seale hace ok 85,2 | 3,87 | 18,7 | 6,74 | 14,9 
PS isis sista dtiod en tea eb uieh <img 35,4 | 3,78 13,9 | 6.387 | 14,9 


7. Isolierung des Dinucleotids aus Hefe. 

ar (Mitbearbeitet von Alfred Griese.) 

2 kg frische Backerhefe werden in 40 Liter siedendes Wasser 
gegeben und unter Riihren 10 Minuten auf 75 bis 80° gehalten. Der 
,.Kochsaft**, der durch Zentrifugieren von dem Riickstand getrennt 
wird, enthalt das Dinucleotid. 

44 Liter Kochsaft werden dreimal mit 5 Liter Phenol extrahiert, 
wobei das Dinucleotid in das Phenol geht. Versetzt man die Phenol- 
lésung mit 12 Liter Ather, so kann man mit verhaltnismaBig wenig 
Wasser das Dinucleotid aus dem Phenol ausschiitteln. Z. B. schiitteln 
wir zehnmal mit 300 cem Wasser atts und haben dann das Dinucleotid 
in 3 Liter Wasser. 

Aus der wasserigen Lésung wird der Ather durch Evakuieren 
entfernt. Dann machen wir mit 280 ccm noffal HNO, eben kongo- 
sauer, fallen das Dinucleotid mit 35 ccm 30°%,iger Ag NO,-Lésung, 
waschen den Silberniederschlag zweimal mit 100 ccm Wasser, suspen- 
dieren ihn in 100 ccm Wasser, zerlegen ihn mit H,S und extrahieren 
das Dinucleotid aus dem Ag,S durch achtmaliges Waschen mit 50 cem 
m/100 Ba-Acetat. 

Die Lésung des Bariumsalzes séuern wir mit 12 ccm normal H,SO, 
an (stark kongosauer), zentrifugieren das BaSO, ab und waschen es 
mit Wasser. Das Volumen der Lésung betragt jetzt 600 cem. Wir 
lésen darin 300 g Ammonsulfat, extrahieren das Dinucleotid mit 30 ccm 
p-Kresol, waschen die Kresollésung, wie in Abschnitt 6 beschrieben, 
mit saurer Ammonsulfatlésung, geben zu der Kresollésung Wasser und 
entfernen das Kresol, wie in Abschnitt 6 beschrieben, mit Ather. 

Die wasserige Lésung aus 20 kg Hefe enthalt dann 20 mg Phosphor 
und 100 mg Dinucleotid. Sie reagiert lackmus- aber nicht kongosauer. 
Mit etwa 0,5cem m/2 Ba-Acetat entfernen wir die Schwefelsaure, 
geben dann auf | Grammatom Phosphor 1 Mol Ba-Acetat dazu, engen 
unter vermindertem Druck auf etwa 10 cem ein, fiigen 2 Mole Ammo- 











ay] 


ser 
Jer 
int 


rt, 


nig 
aln 
tid 


en 
JO- 
ng, 
on- 
en 
em 


ior 
er. 
re, 
en 


10- 





Isolierung der prosthetischen Gruppe der d-Aminosiéiureoxydase. 161] 


niumacetat pro Grammatom Phosphor hinzu, verdampfen im Vakuum- 
exsikkator tiber Phosphorpentoxyd zur Trockne und extrahieren, wie 
in Abschnitt 6 beschrieben, den Trockenriickstand mehrfach mit 
96°%,igem Alkohol. Die nur wenig gefairbte alkoholische Lésung wird 
verworfen, der Extraktionsriickstand, der ein Volumen von etwa 
1,5 cem hat, wird bei 40° mit 5 cem Wasser und dann mit 2 cem Wasser 
extrahiert. Der dunkle wasserige Extrakt wird verworfen, das rot braune 
zuriickgebliebene Bariumsalz wird bei 60° mit 12 cem Wasser in Lésung 
gebracht. Beim Abkiihlen auf Zimmertemperatur scheidet sich das 
Bariumsalz in rotbraunen Kugeln ab, die traubenférmig aneinander 
liegen (Abb. 2). Die Substanz wird auf der Zentrifuge mit absolutem 
Alkohol gewaschen und im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 
Ihr Gewicht betrug 52 mg. Die Ausbeute an dieser fast analysenreinen 
Substanz aus 1 kg Bickerhefe betrigt etwa 2,5 mg Dinucleotid. 10 bis 
20 mg Dinucleotid pro kg Frischgewicht ist der Gehalt der Backerhefe, 
so daB die Ausbeute 12 bis 25°, betragt. 

Diese Ausbéute ist besser als bei der Verarbeitung von Niere oder 
Leber. Da auBerdem das Ausgangsmaterial billiger ist, wird man in 
Zukunft das Dinucleotid aus Hefe gewinnen. 

Alfred Griese hat gefunden, da der Phenolextrakt des Kochsaftes 
der Backerhefe auch die beiden Pyridin-Adenin-Dinucleotide enthalt. 
Wir haben daraufhin ein Verfahren ausgearbeitet, nach dem man die 
drei nunmehr bekannten Dinucleotide in einem Arbeitsgang aus Hefe 
gewinnen kann!. 

Das Dinucleotid aus Hefe ist identisch mit dem Dinucleotid aus 
Niere oder Leber. Zur Analyse haben wir es nochmals aus Wasser 
von 60° umgelést. Beim Trocknen im Hochvakuum bei 60° verlor das 
Salz etwa 10% an Gewicht. W. Liittgens fand fiir die trockene Substanz: 


4,159 mg. 5,330 mg CO,. 1,299 mg H,O. 1,336 mg Ba-Metaphosphat. 
5,435 mg. 0,654ceem N [21,7°. 761 mm]. 
6,610 mg. 28,27 mg Ammonium-Phosphor-Molybdat. 





1 Ww N P Ba 
Ba-Salz des Alloxazin-Adenin-Dinucleotids, 
C.,Hs, No P, BaO,, (¢M = 920): 
BS eee aiRecesiels cd 34 eh eae ree ens 35,2 | 3,37 | 13,7 | 6,74 | 14,9 
OE SRO IRS Se aS 35,0 349 14,0 6,21 | 14, 


8. Adenin und Luminoflavin aus Dinucleotid. 

Adenin. 30,4 mg Bariumsalz des Dinucleotids wurden mit 6 cem 
CPigpomigy! OR abe Me une : : ‘ 
n/10 Schwefelsaure 6 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach 
Abzentrifugieren des Bariumsulfats wurde das Adenin mit 1 ccm 


1 Von der Firma Schering, A.-G., zum Patent angemeldet. 


i* 
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1°,iger Silbersulfatlésung gefallt. Der Silberniederschlag wurde 
zunachst mit 1 cem n/10 Schwefelsdure, der ein Tropfen Silbersulfat 
losung zugesetzt war, dann zweimal mit 2 ccm Wasser gewaschen 
Dann wurde das Silbersalz in 4 cem Wasser suspendiert, die Suspension 
mit H,S gesattigt, das Ag,S abzentrifugiert und mit Wasser gewaschen 
Die Mutterlauge des Ag,S und die Waschwasser wurden im Vakuum. 
exsikkator auf 1 cem eingeengt und mit 2 ccm 1° iger Pikrinsaure-. 
lésung gefallt, wobei das Pikrat in reinen Nadeln fiel. Nach zwei- 
stiindigem Stehen im Eisschrank wurde das Pikrat abgesaugt und mit 
0,5 cem kaltem Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen im Vakuum- 
exsikkator betrug das Gewicht des Pikrats 10 mg. Beim Trocknen im 
Hochvakuum bei 60° verlor das Pikrat nicht an Gewicht. W. Liittgens 
fand: 

4,372 mg. 5,800mg CO,. 0,984 mg H,O. 

3,899 mg. 1,032cem N [20°. 756 mm]. 





Adeninpikrat, C,,;H,NgO, (M = 364): 
Ber. % 30,8 
% 36,2 30,7 


Das Pikrat war also reines Adeninpikrat. 
135 

264 

rechnet fiir 30,4 mg Bariumsalz des Alloxazin- Adenin- Dinucleotids waren 


135 
oan” 30,4 = 4,47 mg Adenin. Die ausgewogene Menge Adenin betrug 


10mg Adeninpikrat enthalten, 10 = 3,71 mg Adenin. Be- 


also - 100 = 83°, des berechneten Wertes. 


o,4 
4,47 
_ Wie wir schon friiher! mitgeteilt haben, gibt das (nicht gespaltene) 
Dinucleotid bei der Mikro-van Slyke-Bestimmung 1 Mol Stickstoff pro 
Mol Bariumsalz. 

Die Luminoflavinreaktion. Da die von uns 1932 entdeckte 
Luminoflavinreaktion viel benutzt, aber nicht immer sachgemaB aus- 
gefiihrt wird, so sei eine Bemerkung iiber die Reaktion vorausgeschickt. 


Man lést z. B. 0,5 mg Lactoflavin in 10 cem n/2 Natronlauge, gibt 
die Lésung in ein gewohnliches Reagensglas und belichtet sie, wahrend 
man kaltes Wasser an dem Reagensglas herunterlaufen laBt, 30 Minuten 
mit einer starken Metallfadenlampe, die man nahe an das Reagensglas 
heranbringt. Man macht dann mit zweifach normaler Salzsaéure deutlich 
kongosauer, schiittelt mit Chloroform aus, bis keine Farbe mehr in das 


1 O. Warburg u. K. Christian, diese Zeitschr. 296, 294, 1938. 
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Chloroform geht und bestimmt die Lichtschwachung fiir die Wellen- 
linge 450 my, bei der der Absorptionskoeffizient 6 des Luminoflavins 
2,58 - 107 qem/Mole ist. Ist die Lichtschwachung = i, auf dem 
Lichtweg d cm, so ist die Luminoflavinkonzentration in der 
Chloroformlésung 


1 1 i, [Mole 


- ~e . in > 
2,58-10° ad ~ | ecm 


Die Ausbeute bei der Reaktion betrigt 72°, des Flavins, gleich- 
giiltig, ob man von Lactoflavin oder dem Mononucleotid ausgeht. 
Zur Kontrolle, ob die Belichtungszeit ausreichte, wiederholt man die 
Photolyse mit doppelter Belichtungszeit. Wahlt man die Flavinkon- 
zentration zu grofs — der Fehler, der meistens gemacht wird — so 
muB man zu lange belichten und vermindert dadurch die Ausbeute. 


Luminoflavin aus Dinucleotid. 1 mg Bariumsalz wurde in 10 cem 
Wasser gelést. Die Lichtschwachung fiir die Wellenlange 450 mu war 


or 


5,27 fir d = 0,61 cm. 


Da der Absorptionskoeffizient 8 (vgl. Abschnitt 9) des Bariumsalzes 
fiir die Wellenlange 450 my 2,6 - 107 qem/Mole ist, so war die (Flavin-) 
Konzentration der Lésung: 


_ Mole 
‘ . 


0.61 ecm 


te -In 5,27 = 1,05-10 
26-107 19,2 05 


5 cem dieser Lésung, die also 5,25 - 10-7 Mole Flavin enthielten, 
wurden mit 5cem n Natronlauge verdiinnt, wie oben beschrieben, 
30 Minuten belichtet und nach dem Anséuern mit Chloroform extrahiert. 
Das Volumen der Chloroform]ésung war 15,5 cem. Bei der Wellenlange 
450 mu war 


2.96 fir d = 1,30 cm. 


1 sree _ Mole 
CLuminoflawin = 5 58 - 107 " 1.30 ‘In 2,26 0,244 - 10" com 


und Luminoflavin in den 15,5 cem: 


15,5 - 0,244 - 10-7 = 3,79 - 10-7 Mole. 
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Die Ausbeute an Luminoflavin betrug also: 


3.79 - 10-7 


--100 = 72%, 
5.25 - 10-7 1 


war also ebenso gro wie bei der Photolyse des Lactoflavins. 
Berechnen wir daraus den Flavingehalt des Bariumsalzes des Di- 

nucleotids, so erhielten wir aus 1 mg Substanz 2 -3,79-10-7 Mole 

2-3,79 - 107 


0,72 


Luminoflavin, entsprechend 1,05-10-® Mole Fla- 


vin, das sind 0,27 mg. Luminoflavin (WV = 256), oder 27 Gewichts- 
256 oe : ri 
prozente. oD” 100 = 27,8 Luminoflavin ist der fiir das Ba-Salz 


des Dinucleotids berechnete Wert. 


9. Absorptionsspektrum des Dinucleotids. 

Zur Bestimmung des Absorptionsspektrums wurde analysiertes 
Bariumsalz des Dinucleotids in Wasser gelést. Die Konzentration war 
0,089 mg /cem oder, da das Molekulargewicht 920 ist, 0,968 - 10-7 Mole 
pro ceem. 


cm’/Mol 
I 





10" \ 
a 


~ 











Absorptionskoefizient 

















230 210 30 950 990 430 470 5/0™s 
Wellenlange 
Abb. 3. 
0 o Absorptionsspektrum des Lactoflavins. 
e——e Absorptionsspektrum des Alloxazin-Adenin-Dinucleotids. 


Zum Vergleich wurde eine aquimolekulare wasserige Lésung von 
Lactoflavin hergestellt. 

Fiir beide Lésungen wurden die Lichtschwachungen in dem Wellen- 
langengebiet von 240 bis 520 my gemessen. Die Schichtdicken fiir das 
Gebiet 240 bis 280 mu waren 0,20 cm, fiir langere Wellen 0,61 cm. 


In Abb. 3 ist das Ergebnis der Messungen graphisch dargestellt. 
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Vergleicht man die beiden Absorptionsspektren, so sieht man, da} 
sie im sichtbaren und im langwelligen Ultraviolett nahezu zusammen- 
liegen. Die Héhen und Lagen der Banden sind: 


= ; _ qem i _ qem 

Fiir Lactoflavin: 375 mw: 2,26 - 107 ; 450 mu: 2,60- 107 ——. 
Mole Mole 

a : : ss _ qem _ qem 

Fiir Dinucleotid : 375 mu : 2,06 - 10° : 450 mu: 2,60 - 10° —. 
, Mole : Mole 


Im kurzwelligeren Ultraviolett absorbiert das Dinucleotid starker 
als das Lactoflavin. Denn hier kommt in dem Dinucleotid zur Alloxazin- 
absorption die Adeninabsorption. Bei 260 my ist der Absorptions- 
koeffizient des Dinucleotids 85-107 qem/Mole, der Absorptions- 
koeffizient des Lactoflavins 5,9 - 107 qem/Mole, die Differenz ist 
2,6 - 107 qem Mole, wahrend wir fiir den Absorptionskoeffizienten des 
Adenosins bei 260 my 3,25 - 107 qem ‘Mole fanden. 


Wir weisen ferner darauf hin, daf nach Abb. 3 zwischen 450 und 
510 my das Dinucleotid starker absorbiert als Lactoflavin. Bei 510 mu 
ist der Unterschied betrachtlich. Hier ist der Absorptionskoeffizient 
des Lactoflavins 0,09 - 10% qem Mole, aber der Absorptionskoeffizient 
des Dinucleotids 0,19 - 107 qem/Mole. Das Dinucleotid absorbiert 
also griin starker als Lactoflavin, wovon es herriihrt, da Lactoflavin- 
lésungen griinlichgelb, Lésungen des Dinucleotids aber rétlichgelb 
aussehen. Einen ahnlichen Unterschied findet man fiir Lésungen von 
Lactoflavinphosphorsaéure und Dinucleotid. Lésungen des Dinucleotids 
sehen rétlicher aus als Lésungen des Mononucleotids. 


10. Festigkeit der Bindung des Dinucleotids an das Fermentprotein. 
Um die Festigkeit zu bestimmen, mit der die prosthetische Gruppe 
an das Fermentprotein gebunden wird, geben wir zu einer kleinen und 
konstanten Menge Fermentprotein. zunehmende Mengen von_ Di- 
nucleotid und messen die Geschwindigkeit, mit der Alanin oxydiert 
wird, Bewirkt die Konzentration ¢ des Dinucleotids die Oxydations- 
geschwindkeit » und die Konzentration c,. die Oxydationsgeschwindig- 
keit vp, so setzen wir die Konstante der Fermentdissoziation in Protein 

und prosthetische Gruppe 

ae Pr ote ire sa Sase® 
Proteingepunden 
Das Protein war ein gereinigtes Priparat von Negelein und Brémel. 
In jedes GefaB wurden 20 y Protein gegeben. Die prosthetische Gruppe 


war ein analysiertes Bariumsalz des Alloxazin-Adenin-Dinucleotids. 
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Die Oxydationsgeschwindigkeiten waren: 


38°, Im Einsatz KOH. Im Gasraum reiner Sauerstoff. 





COO FEED bbieek hh he kee 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
ecm m/10 Py veghionphak. 
he eee ee d 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
cem Proteinlésung ...... 0,2 0,2 02 0.2 0,2 0,2 0,2 --- 
20 20 4 20 7 = 20} = 20 20 20 


Prosthetische Gruppe Ba- 
Salz - 0,05 4 0,15 ; 0,5 3 Lby | 4,5; 15 3 100 ; 


eem 4,5 °/9 d,l-Alanin (in 
eT Os ha os heed es 0,2 0,2 0,2 0,2, 0,2 0,2 0,2 0,2 


emm QO, nach Ein- 
schiffen des Ala- 
ninsin 10 Min. v = 0 — 6,3 |— 16,4 — 35,8 — 53,2 — 67,4 — 75,1 0 


| v 


Beriicksichtigen wir, daB das Flissigkeitsvolumen in den GefaBen 
2.4 cem war, so erhalten wir folgende Tabelle: 





‘ tp? f iat 
y_Ba-Salz | (proportional Proteing,e;) _ (PFopertional Protein ge) y Ba an, 
ecm : “ngs : p é y Ba-Salz 
{emm 0, in 10 Min.] femm O» in 10 Min.] | com | 
0.0208 68,8 6,3 0,228 
0,0625 58,7 : 16,4 0,224 
0,208 39,3 35,8 0,228 
0,625 21,9 53,2 0,258 
1,88 7,7 67,4 0,216 
7,5 0 75,1 


Mittel : 0,2: 


Aus der Konstanz des A-Wertes in der letzten Spalte erkennt man, 
daB die Voraussetzungen unseres Ansatzes richtig waren, inshesondere, 
daB von dem zigesefzten Dinucleotid nur ein zu vernachlassigender 
Bruchteil an das Protein gebunden wurde. 

~ Ba-Salz 
K = 0,23 ° bedeutet, daB die Hialfte des Ferment- 
ecm 
Proteins gebunden vorliegt, wenn die Konzentration des Bariumsalzes 
in der Lésung 0,23» pro ecm ist (oder wenn die Konzentration des 


-o~ 


~~ . 150 . . 

Dinucleotids 550 -0.23 = 0,196» pro ccm ist). Man versteht hier- 
nach, warum die Dialyse der rohen Fermentlésungen — bei der die 
Dialysendauer wegen der verdauenden Fermente begrenzt ist — keine 


Abtrennung der prosthetischen Gruppe bewirken konnte (vgl. Ab- 
schnitt 2), 
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Rechnen wir noch K auf Mole ‘Liter um, so erhalten wir, mit dem 
Molekulargewicht des Bariumsalzes 920 
0,23 - 10-6 . ‘ 
———-_ - 1000 2.5-10-7 Mole/Liter. 
920 ‘ 
Die hier geschilderte Bestimmung halber Sattigung des Proteins 
mit prosthetischer Gruppe kann man benutzen, um ohne chemische 
Ur inet ° . . . . 1 . 
Analyse abzuschatzen, wie gro der Reinheitsgrad eines Dinucleotid- 
Praparats ist. Z. B. ist der Reinheitsgrad R eines Bariumsalzes, wenn 
Y ane Nae a" 
a halbe Sattigung des Proteins (das fiir die Messung nicht rein zu 
ecm 
sein braucht) bewirken 
0,23 
R = : 
a 
So kann man schatzen, daB F’. B. Straub’, der fiir halbe Sattigung 
des Proteins mehr als 2 » pro ccm brauchte, bei seinen Isolierungs- 
versuchen nur bis zu einem Reinheitsgrad des Dinucleotids gekommen ist, 
der unter 0,1 liegt. Der im Vergleich hierzu viel zu hohe Flavingehalt, 
von dem er spricht, riihrte offenbar im wesentlichen von dem als 
prosthetische Gruppe unwirksamen Alloxazin-.Wono-Nucleotid her. 


11. Wirkungsstirke des Dinucleotids. 

Gibt man zu einer groBen Menge Ferment-Protein eine so kleine 
Menge Dinucleotid, daB der gréBere Teil des Dinucleotids gebunden wird, 
und mifBt die Oxydationsgeschwindigkeit, so kann man_berechnen, 
wieviel Sauerstoff eine gegebene Menge an Dinucleotid in der Zeit- 
einheit tibertragen kann. 

Wurden _ beispielsweise 0,05 Bariumsalz des Dinucleotids zu 
100 y eines Proteins von Negelein und Brome! gegeben (Volumen der 
Lésung 2 ccm, pu 8,3), so fanden wir in reinem Sauerstoff bei 38° (Sub- 
strat 0,2 ecm 4,5 °, d, 1-Alanin) einen Sauerstoffverbrauch von 1,76 cmm 
pro Minute. 1 mg Bariumsalz iibertrug also pro Minute, bei einer 
Konzentration von 0,023 Mole/Liter am |-Alanin 

1,76 
———_—— = 35000 cmm 
0,05 - 16-8 
Sauerstoff. 

Da das Molekulargewicht des Bariumsalzes 920 ist, so iibertrug 

1 Molekiil Dinucleotid pro Minute 
35000 


— .920 1440 Mole 
22 400 


Sauerstoff. 


1 F.. B. Straub, Nature 141, 603, 1938. 





soviel Dinucleotid in ein GefaiB, daB die Lésung deutlich gelb gefarbt 


nucleotid und fiillten den Gasraum mit Argon anstatt mit Sauerstoff 
so sahen wir unerwarteterweise keine Entfarbung (Hydrierung) des 
Alloxazins. 


Anzahl Mole Dinucleotid. Aber da das Dinucleotid von dem Protein 
nicht fest, sondern dissoziierend gebunden wird, sollte eine kleine 
Menge Fermentprotein gentigen, um die Entfarbung (Hydrierung) des 
gesamten Alloxazins zu bewirken. 


farbung des Al/oxazins erfolgt, wenn man zu dem Dinucleotid dquivalente 
Mengen Fermentprotein gibt, ein Versuch, der wegen des grofen 
Molekulargewichts der Proteine erst ausfiihrbar war, nachdem das 
Fermentprotein isoliert war. 


aquivalente Menge braucht, um die anaerobe Entfairbung des Alloxazins 
zu bewirken, kénnen wir zunachst nur durch die Annahme erklaren, 
da®B das hydrierte Dinucleotid, im Gegensatz zu dem nicht hydrierten 
Dinucleotid, von dem Fermentprotein fest gebunden wird. 








Aminosiureox ydase gurtickgefiihrt auf zwei einfache stéchiometrische 
chemische Reaktionen: die Hydrierung des Alloxazinringes durch die 
Aminosaiuren und die Dehydrierung des hydrierten Alloxazinringes 
durch molekularen Sauerstoff. 
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12. Mechanismus der Sauerstoffiibertragung. 


Gaben wir im Alanintest, wie er in Abschnitt 4 erlautert ist, 


man braucht dazu die sehr groBe Menge von etwa 50 y Di- 


Zwar war die Anzahl Mole Fermentprotein viel kleiner als die 
Negelein und Brémel haben gefunden, da anaerob sofort Ent- 
Warum man von dem Fermentprotein eine dem Dinucleotid 


Wie dem auch sein mag, jedénfalls ist nuhmehr die Wirkung der 
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Nachweis der Aero-Pentosedehydrase (Pentoseoxydase) 
und Katalase bei Fusarien. 
Von 
A. Hayasida, Mukden. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 21. Juli 1938.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Kinleitung. 

Die Ergebnisse der Erforschung der Biochemie gewisser Fusarien 
der letzten Jahre haben dargetan, daB es sich hier um enzymatische 
Systeme handelt, deren Stoffwechsel, wenn als Substrat Hexosen vor- 
liegen, ohne weiteres mit dem der lebenden Hefe vergleichbar ist. 
Dariiber hinaus ist jedoch beobachtet worden, daB diese Systeme nicht 
nur eine alkoholische Garung von Pentosen und ihre Phosphorylierung 
hervorzurufen befahigt sind, sondern, daB in ihren Zellen auch unter 
andern eine Aero-Glucosedehydrase (Glucoseoxydase) vorhanden ist, 
die die dem Erreger dargebotene Glucose unter Mitwirkung des Luft- 
sauerstoffs und unter nachweisbarem Auftreten von H,O, in die ent- 
sprechende Hexonsiure verwandeln kann!. 

In diesen Fusarien stehen uns daher Erreger zur Verfiigung, deren 
Enzymsystem das Studium solcher Umsetzungen in vivo ermdéglicht, 
die im Falle der Hefe in der weitaus iiberwiegenden Zahl der Versuche 
in vitro ausgefiihrt werden muBten. Aus einzelnen Untersuchungen 
dieses Jahres? geht jedoch einwandfrei hervor, da die Umsetzungs- 
bilanz von mit Hilfe kiinstlicher Enzympraparate durchgefiihrten 
Versuchen keinerlei bindende Schliisse itiber die hierbei in den lebenden 
Zellen in Wirklichkeit durchlaufenen Zwischenstufen und somit tiber 
den Mechanismus des Stoffwechsels zulaBt. 

Um die Vergleichbarkeit der enzymatischen Ausriistung von Hefen 
einerseits und von Fusarium lini Bolley bzw. Fusarium oxysporum 
andererseits weiter zu vervollstandigen, habe ich auf Vorschlag von Herrn 
Nord den Versuch unternommen, das Vorhandensein von Katalase bzw. 
einer Aero-Pentosedehydrase in den letzteren nachzuweisen. 


I. Nachweis der Aero-Pentosedehydrase. 
a) Verfahren. 
Fiir meine Arbeit stand der friiher verwendete Stamm von Fusarium lini 
Bolley (FIB.) aus der biologischen Reichsanstalt Berlin-Dahlem zur Ver- 


1 F. F. Nord u. Werner Engel, diese Zeitschr. 296, 163, 1938. 
? F. Lipmann, Sérensen-Festschrift, 8. 317, Kopenhagen 1938; H. Hofstetter, 
H. Leichter u. F. F. Nord, diese Zeitschr. 295, 414, 1938. 
Biochemische Zeitschrift Band 298. 12 
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fiigung. Fiir die Kultur des Mycels verwendete ich stets folgende Nahr 
l6sung vom py 6,8: 


500 cem Wasser 0,1 g Asparagin 
4,5 ¢ Kartoffelstarke 0,63 ¢ K,HPO, 
2,0 g Traubenzucker 0,38 g MgSO,-7H,0. 


Diese Nahrl6sung wurde in Fernbach-Kolben aus Jenaer Glas sterilisiert, 
und zwar an drei aufeinanderfolgenden Tagen je eine halbe Stunde lang 
in str6mendem Wasserdampf. Als Impfmaterial kam teils Sporenlésung 
aus einer auf Glucosendhrlésung wachsenden Kultur, teils Leinsamenmyce! 
aus einem mit Wasser aufgequollenem Leinsamennahrboden zur Verwendung. 

Nahrlésung fiir Sporenlésung: 

1000 cem destilliertes Wasser 0,8 ¢ MgSO,:7H,O 

20g Traubenzucker 0,2 g Asparagin. 

14g KH,PO, 
Die Kulturen wurden fortlaufend mikroskopisch auf ihre Reinheit gepriift. 
Zur Gewinnung von Decken wurde das Mycel nach 8- bis 14tagigem Wachs- 
tum (im Brutschrank bei 28°C) von der Nahrlésung getrennt, mit sterilem 
Leitungswasser und dann noch zweimal mit sterilem destilliertem Wasser 
ausgewaschen. Diese steril ausgewaschene Myceldecke wurde zur Pentosen- 
garung verwendet. 

Als Reaktionskolben brauchten wir statt der Beliiftungsapparate nach 
Kluyver diesmal Erlenmeyer-Kolben aus Jenaer Glas von 750 ccm Inhalt. 
In jeden Kolben fiihrten zwei Glasréhren durch einen Gummistopfen. 
Das eine Rohr hatte an dem Ausgang eine Rundung mit 8 kleinen Léchern 
und endete in der Nahrlésung. Durch dieses wurde sterile PreBluft ge- 
schickt. Die Zusammensetzung der beiden zur Verwendung gelangten 
Pentosenahrlésungen war die folgende: 

300 cem destilliertes Wasser 0,075 g MgSO,-7H,O 
0,15 g Ammoniumsulfat 30 g d-Xylose oder 
03g KH,PO, 15 g 1-Arabinose. 

Der qualitative Nachweis der erwarteten Xylonséure wurde durch das 
xylonsaure Cadmiumbromiddoppelsalz gefiihrt!. Nach 10- oder 20tagiger 
Vergaérung wurden 100 bis 250 cem der Kulturlésung mit etwa n Natrium- 
carbonatlésung vollstaindig neutralisiert, und dann | g Cadmiumbromid- 
kristalle zugesetzt. Nach dem Filtrieren wurde auf ein Viertel des Anfang- 
volumens eingedampft, die Lésung mit Alkohol 1: 1 versetzt und 24 bis 
48 Stunden stehen gelassen. Die Kristalle von xylonsaurem Cadmium- 
bromiddoppelsalz schieden sich als weiBer Niederschlag ab. 

Der qualitative Nachweis der Arabonsaure geschah durch Abscheidung 
ihres Calecitumsalzes. Ein Teil der Nahrlésung, 100 bis 250 cem, wurde in 
der Hitze mit Caletumearbonat genau neutralisiert, hei®B filtriert, das Filtrat 
eingedampft, mit Alkohol im Uberschu8 versetzt und iiber Nacht stehen 
gelassen. Das Calciumsalz fiel als weiBer Niederschlag aus. 

Zur quantitativen Bestimmung titrierte ich mit n/5 Kalilauge gegen 
Phenolphthalein. Die Restzuckerbestimmung fiihrte ich nach Bertrand aus. 

Fiir die Natriumxylonatvergirung wurde Xylonséiure nach Bertrand* 
dargestellt. Dann wurde Xylonsiure mit n Natronlauge neutralisiert 


1G. Bertrand, C.r. 127, 124, 1898; A. Angeletti u. C. F. Cerutti, Annali 
chim. appl. 21, 491, 1931. 2 Bulletin Société Chimique (3) 15, 592, 1896. 
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und 50 cem dieser Lésung als Nahrlésung verwendet und zur CO,-Bestim- 
mung benutzt. Nach der Vergarung der Xylonséure wurde der Riickstand 
zur Alkoholbestimmung verwendet. 


Die Versuche wurden zum Teil in Gegenwart von Blausaéure ausgefiihrt. 


b) Ergebnisse. 
l. Vergarung der d-Xylose. 

Die FIB.-Decke, die auf der Starkenahrlésung gewachsen war, 
wurde in den Beliiftungskolben iibergefiihrt, der die Xylosenahrlésung 
enthielt. Vor der Garung wurden Titrationsaziditaét und py-Werte 
gemessen. Nach einer 10- oder 20tagigen Garung (im Brutschrank 
bei 28° C), unter dauernder Beliiftung, bestimmte ich Titrationsaziditat, 
pu- und Zuckerwerte. KCN oder ,,Schmelzcyanid’*, das im Heibluft- 
bad bei 120 bis 140°C 30 Minuten sterilisiert worden war, wurde vor 
Beginn der Garung oder einige Tage spater in die Nahrlésung gegeben. 
Die Befunde waren die folgenden: 


Tabelle I. 


Impfmaterial: 20 Tage alte FIB.-Decke. 





ve Ae eer roe aioe 1 2 3 4 


Ohne KCN Mit KCN 


Vor der Vergarung. 
rae rire Pee ee Fee Ee ee 5,2 5,2 8.1 8.1 


m 10 com Muléar ......... 0,42 O42 _ — 


Nach 10 tagiger Vergarung. 


Ne eR Peer peer Cea ayy ere ate o 3.1 3.1 $1 ‘2 
SS Serr rer er ee eer 1,12 0,98 1,15 1,52 
MYMMBAUIC UW Yee. sae cece 0,322 0.186 0,382 0,502 
POMBE YVIONS WN-Y, o.oo eee ete 8,23 8.04 8,21 7.75 
Nach 20 tagiger Vergarung. 

a Pees rion oe ett grr eee 3,1 a 5,6 

DE i Rapp ane ee ae atoeas 1,50 —_— 1.50 

myreMnGnre: BE. ie ce eee 0,359 . 3,82 

FROUUE VION IN ice sik cee es 8,20 — 4,93 

T.-A. = Titrationsaziditit. 0,19g KCN entsprechen m/100 in 300ccem, wurden in 


Versuch 3 zweimal bzw. in Versuch 4 einmal nachgegeben. m/100 Xylonsiure wurde dureh m_ 100 
KCN neutralisiert 


Wir unterbrachen die Versuche 2 und 4 nach l0tagiger, 1 und 3 
nach 20tagiger Garung. Diese Reaktionsgemische wurden zur Xylon- 
siureisolierung verwendet. Es gelang jedoch nur bei Versuch 4, das 
Salz mikroskopisch bzw. mikrophotographisch zu identifizieren. 





— 
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Die Versuche 3 und 4 wurden nach 20tagiger Garung und 1 und 2 
nach 25tagiger Garung unterbrochen und aufgearbeitet. Es gelang mir 
jedoch nur in dem Versuch 2, und zwar mit KCN (rein), das Cadmium- 
bromiddoppelsalz der Xylonsdure zu isolieren. 

Wir konnten unter dem Mikroskop wetzsteinférmige Kristalle als 
xvlonsaures Cadmiumbromiddoppelsalz erkennen, aber von der ver- 
haltnismaBig groBen Menge der nicht entfernbaren Nahrsalze nicht 
trennen bzw. analysenrein abscheiden. 

Tabelle I. 


Orr 


Impfmaterial: 25 Tage alte FIB.-Decke. 











WOE oo o's ds eae cewise 1 2 3 4 
CLLEGE OOO TELE OEE 10% Xyvylose 5% Xylose 
0,32 g 0,32 g 
ARMED BONS 5 Fs vic OR Hebe wGaes Aree dee _ O19 8— Schmelz- |...% 29S. 
cyanid K CN (rein) canta KCN (rein) 
Vor der Vergarung. 
PH ccc ce cer creer ern srerssecene . 8,1 8,1 8,1 5.0 
RN Fie RG oes Se ea _ - 
Nach 10tagiger Vergarung, aber ohne Beliftung. 
Ws ccm ctarctem tren Si xis wreaie nik @araar oe 4,9 5,2 5,0 4,8 
3: Apaay salt ah pea ele cure pts si roag gale rl es 1.35 1,10 1,40 1,45 
tai Ae an re 0,449 0,366 0,465 0.481 
| iy aaa a ee 8,30) 8,52 4,00 4,04 
Nach 20 tagiger Vergarung, letzte 10 Tage beliiftet. 
Wik oe os cic enn Ee oe een 5,0 5,0 5,1 4,9 
he RARE eRe Rng te are era gma 1,60 1,60 1,50 1,60 
Ba i Se a 2,19 2,19 2,10 2,19 
no | ihe a ere ee 7,22 6,92 2.80) 2,19 
Nach 25tagiger Vergarung, beliiftet. 
ee ee eee Xo e Sr eee 5,3 44) - 
Reus crntuls Sin. oan bias ee eae ‘ 1.60 1,80 
Xylonséure in %.............. 3,85 3,95 
Reet yiose: 20. 88 oie sisie se veces 6,57 5,45 -- 


0,32 g Schmelzeyanid' oder 0.19g KCN entsprechen m/100 in 300 cem, wurden in Ver- 
such 1 und 2 zweimal bzw. in Versuch 3 und 4 einmal nachgegeben. 

2. Vergarung von Natriumxylonat. 

Infolge des erschwerten Nachweises der entstandenen Xylonsaure 
schien es geboten, die Gargeschwindigkeit von fertigem Natrium- 
xylonat zu bestimmen. Zu diesem Zwecke wurde die CO,-Entwicklung 
wahrend der Garung verfolgt. Die Nahrlésung hatte folgende Zu- 
sammensetzung : 

1,98 g Xylonséure 0,0125 g MgSO,-7H,O 
0,025 g Ammoniumsulfat 50,0 g destilliertes Wasser. 
0,05 g KH,PO, 


mit n NaOH neutralisiert auf ungefahr py 6,5. 
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Xylonsaures Cadmiumbromid mit KCN (natiirlich). 





Abb. lb. XNylonsaures Cadmiumbromid (synthetisch) 
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Ich beimpfte die obengenannte Nahrlésung mit etwas Leinsamen- 
mycel. Die Zahlen (Tabelle III) zeigen, daB die Xylonsaure erheblich 
langsamer durch FIB. vergoren wurde als d-Xylose!. 


Tabelle II]. Tagesleistung an Kohlensaure bei Vergarung 
von Natrium-xylonat. Versuchsanfang: 8. Marz. 





Versuch 1 Versuch 2 
Datum ¢ i 
pu 64 Pu 6.7 
ROEM bows SOs Se eee 27,8 18,9 
bho EE Ss os ceo see ees 43,1 51,7 
DT; See edb Vio abe swe iceee 18,7 19,6 
OEP haha heb oes hare e ek 21,1 20,7 
SS |, |) ORCA AD Te oye areal eae 24,7 22,4 
OE PO ae en re rere ror 20,6 39,6 
BR. Wee ob aa wa eee eek 20,4 32,4 
RNR 6 5 ce ec rene 176,4 205,3 
oe ee ee ae 7,6 7,6 
Alkoholgehalt in mg ...... 3,68 4,42 





3. Vergarung der |-Arabinose. 
Unter gleicher Versuchsanordnung wie bei der Xylosegarung 
wurden folgende Ergebnisse erhalten: 


Tabelle IV. 
Impfmaterial: 18 Tage alte Fl B.-Decke. 





Ohne KCN Mit KCN 


Versuch 3 Versuch 4 


: Versuch 1 Versuch 2 


Vor der Vergarung. 


PU rears oy rss 6,0 6,0 7,6 7.6 
fey Vemenee es Sy tere eee 0.20 0,20 _ 
Nach 10tagiger Vergarung. 
OE Fi waive Da erde nee 3,1 3,1 5,1 5,2 
ae ee 0.75 0,75 0,50 0,48 
Arabonsaure in % ... 0,183 0,183 1,85 1,85 
Restarabinose in % .. 4,37 4,63 4,05 4,13 
Nach 21 tagiger Vergarung. 
Pu TTYELTECrT ET cok eee ” 3,0 - 5.6 
DAs i c-eices TR — 0.98 i 1.14 
Arabonsaure in % ... _ 0,259 — 2,04 
Restarabinose in %... - 4,25 _ 3,75 


0,19 g Cyankali wurden in Versuch 3 einmal und in Versuch 4 zweimal nachgegeben. 


Die Versuche 1 und 3 wurden nach l0tagiger und 2 und 4 
nach 2] tagiger Gardauer unterbrochen und die Reaktionslésungen zum 
Arabonsaurenachweis verwendet. Nur aus Versuch 4 konnte_ ich 

1 F, F. Nord, Else Dammann u. H. Hofstetter, diese Zeitschr. 285, 241, 
1936. 
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Abb. 2a. Arabonsaures Calcium mit KCN (natiirlich). 





Abb. 2h. Arabonsaures Calcium (synthetisch). 
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l-arabonsaures Calcium isolieren und die Kristalle mikroskopisch e1 
kennen. In Ubereinstimmung mit der Beschreibung von Kiliani 
bzw. Hermann und Neuschul? zeigten sich lange, deutlich prismatisch: 
Nadeln, die haufig am Ende abgeschragt waren. 


Il. Nachweis der Katalase bei Fusarium lini Bolley und Fusarium oxysporum. 

Fiir unsere Katalaseversuche stand der gleiche Stamm des FIB. 
wie bei unseren Pentosevergaérungen und der friiher im hiesigen Labora 
torium verwendete Stamm des Fusarium oxysporum (Fox.) Nr. 3221 
zur Verfiigung. Wir bestimmten die Sauerstoffentwicklung nach der 
Zugabe von Wasserstoffsuperoxydlésungen zu der in Wasser suspen- 
dierten Myceldecke manometrisch und rechneten die entstehende 
Sauerstoffmenge auf normale Bedingungen um. Ich verfuhr folgender- 
mafen : 

Als ReaktionsgefaiB benutzte ich einen Extraktionskolben (etwa 
250 cem) mit weit- und kurzhalsiger Offnung und Tropftrichter (etwa 
150 cem). Kolben und Trichter waren durch einen Gummistopfen verbunden, 
der noch zwei Bohrungen hatte, durch das eine fiihrte ein Glasrohr mit 
Vakuumgummiverbindung zum Quecksilbermanometer, durch das andere 
ein Rohr zum Tropftrichter. Das Fassungsvermégen der Reaktionsflasche 
hetrug 439.8 cem. Den toten Raum des Manometers, 1,2 cem, konnten wir 
vernachlassigen. 

Als Wasserstoffsuperoxyd verwandte ich 0,56 bzw. 0,63 °jige verdiinnte 
Lésungen von Mercks Perhydrol, die vor jedem Versuch mit Permanganat- 
lésung titriert wurden. Zur Pufferung verwendte ich m/15 Phosphat- 
gemisch von py 7,0 nach Sérensen. 

Die Myceldecken, die auf Starkenaihrlésungen gewachsen waren, 
wurden nur mit Leitungswasser dreimal gewaschen, zerteilt und in Leitungs- 
wasser suspendiert, in den Extraktionskolben gebracht. 


Tabelle V. 





Versuch ohne Versuch mit 
Myceldecke mit Leitungswasser 25,0 cem 24,0 cem 
Extraktions- | EOD 5 csr uw'ers Geico 25,0 ,, 20,0 ., 
kolben WE oh sa cove See S cs Re anes 0,065 g 
Rs Foe eect eae seoae es - 1,00 cem 
Tropftrichter | H,O,-Lésung ................ 50,0 cem 50), 


Die Reaktionsflasche, mit allen Reagenzien und Myceldecke, wurde in 
den Thermostaten getaucht und mit dem Manometer verbunden. Nach dem 
Thermokonstantwerden (28°, 30 bis 40 Minuten nach dem Eintauchen) wurde 
der Hahn des Tropftrichters geéffnet und die H,O,-Lésung in den Extrak- 
tionskolben flieBen gelassen. Die Ablesungen am Manometer wurden 
anfanglich jede Minute, dann alle 5, 10, 30 Minuten usw. durchgefiihrt. 


1 Ber. 19, 3089, 1886. — ? Diese Zeitschr. 233, 1929, 1931. 
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Abb. 3. 
Katalaseversuche mit FI! B. 
Ohne KCN Mit KCN 
Versuchsnummer .......... l 2 3 l 2 
Myceldeckegewicht ...... ‘ 0,98 g 051g 0,69 g 0,402 0,502 
Myceldeckealter, Tage...... 11 11 13 17 19 
MRSN RSC VEL Aree i -d0'C0 50.45% 0,283 g 0,283g O0,276g 0,316g 0,312¢g 
Katalaseversuche mit Fox. 
Ohne KCN Mit KCN 
Versuchsnummer .......... 1 2 3 1 2 
Myceldeckegewicht......... 0,43 ¢2 0.33 2 0,762 0,49 ¢2 OAlg 
Myceldeckealter, Tage...... 10 11 11 27 14 
0,566 ©), 0,566 9/5 0,62 © 
MPO grind vccisncsieress 0,283 g 0,283 g 0,283 g 0,314¢ 0,283 g 
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Die Reaktion war nach 2 bis 6 Stunden bei den KCN-freie: 
Versuchen, aber noch nicht nach 12 Stunden bei den KCN-haltigen Ve 
suchen beendet. Nach dem Ende (ohne KCN) oder nach dem Unterbrechen 
der Reaktion wurde die Rest-H,O,-Menge mit Permanganatlésung bestimm: 


Zusammenfassung. 


Auf Grund der hier mitgeteilten Ergebnisse ist der SchluB be- 


rechtigt, dafB das Enzymsystem der Gruppe der eine echte alkoholische 


Garung bewirkenden Fusarien neben einer Aero-Glucosedehydrase 
eine ahnlich schwache Aero-Pentosedehydrase enthalt. Dariiber 
hinaus konnte der Nachweis erbracht werden, daB diese Fusarien auch 
eine im Verhaltnis zu ihren iibrigen Hauptenzymen auBerordentlich 
kraftig wirkende Katalase enthalten, die im Gegensatz zu den jiingst 
in ihrer Wirkung untersuchten Dehydrasen von fusarium graminearum! 
durch Blausdure reversibel*? gehemmt wird. 

Angesichts der Tatsache, daB bei der Oxydation der Kohlen- 
hydrate, ohne Unterbrechung der Reaktionskette oder Einschaltung 
spezifischer Abfangmittel (Cerisalz), H,O, in schwankender Menge 
angehauft werden kann (ebenso wie Bernsteinséiure bei den Dehydrie- 
rungen®) und in Anbetracht der denkbaren peroxydaseartigen Wirkung 
der Katalase bei gekoppelten Oxydationen* wird man sich zu iiberlegen 
haben, ob nicht die friihere® Deutung der schadigenden Wirkungsweise 
der Fusarien in der Pflanzenwelt einer Uberpriifung zu unterziehen ist. 


Die Durchfiihrung dieser Arbeit wurde mir durch ein Stipendium 
der Mandschurischen Medizinischen Hochschule (S. M. R.) und Ver- 
wendung einer Sachbeihilfe der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
ermoglicht, fiir die auch an dieser Stelle aufrichtig gedankt sei. 


1 E. Dammann, O. T. Rotiniu. F.F. Nord, diese Zeitschr. 297, 195, 1938. 
—- *® K. Zeile, Ergebn. d. Enzymforsch. 3, 275, 1934. —-° F. F. Nord, Natw 
wiss. 24, 763, 1936. —- * Keilin u. Hartree, Proc. Roy. Soc. London (B) 
119, 141, 1936. 5 Y. Tochinai, J. College of Agriculture, Hokkaido 
Imp. Univ. 14, 193, 215, 1926; vgl. wegen weiterer Literatur F’. F. Nord, 
Mechanism of Enzyme Action and associated Cell Phenomena. Baltimore 
Md., 1929. 
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Untersuchungen iiber das Unverseifbare 
des menschlichen Serums. 
Von 
Ulrich Graff. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 21. Juni 1938.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In allen tierischen K6rpersaéften und -zellen finden sich Stoffe, 
die fett- und lipoidléslich sind, sich mit Laugen nicht verseifen lassen 
und aus alkalischer Mischung mit Ather oder Petrolither extrahiert 
werden kénnen. Diese Stoffe sind Sterine oder wenigstens zum Teil 
sterinahnlich. Ein Teil ist mit Digitonin faillbar. Wir kennen von den 
Stoffen des Unverseifbaren genau nur das Cholesterin, dessen chemischer 
Aufbau jetzt vollig bekannt ist. Es léBt sich auf Grund der von 
Windaus (37) gefundenen Eigenschaft, mit Digitonin zu einer in Alkohol 
ausfallenden Verbindung zusammenzutreten, genau bestimmen. Es gibt 
iiber diesen biologisch wichtigen Stoff eine Unmenge von Einzel- 
untersuchungen und zusammenfassenden Darstellungen. Wir ver- 
weisen wegen der Einzelheiten auf das einschlagige Schrifttum (4), (6), 
(7), (15), (20), (21), (27), (28), (32). 


Neben dem Cholesterin finden sich im Unverseifbaren auch die 
Geschlechtshormone, deren chemische Verwandtschaft mit dem Chole- 
sterin in den letzten Jahren erwiesen werden konnte. AuBerdem sind 
in dem Stoffgemenge des Unverseifbaren auch intermediire Vorstufen 
und Abbaukérper der Sterine zu vermuten. 


Bei der chemischen Aufarbeitung des Unverseifbaren kann allein 
das Cholesterin quantitativ abgetrennt werden. Es bleibt aber immer 
noch ein mengenmaBig nicht kleiner Teil zuriick, in dem die Sexual- 
hormone nur den geringsten Teil zahlenmaBig ausmachen diirften. 
Dieses restliche Unverseifbare setzt sich mit Wahrscheinlichkeit aus 
einem Stoffgemenge vieler Einzelbestandteile zusammen. Ihrer che- 
mischen Natur nach kénnen unseres Erachtens diese Kérper nur Alko- 
hole, Kohlenwasserstoffe und Ketone sein. Die Gesamtheit dieser 
Stoffe soll im folgenden kurz als Restunverseifbares bezeichnet werden. 
Chemisch handelt es sich also um das cholesterinfreie Unverseifbare 
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der lipoidléslichen Anteile der untersuchten K6rperbestandteile. Bei 
unseren Untersuchungen haben wir uns auf die Bestimmung des Rest- 
unverseifbaren im Blutserum beschrankt. 


Nur ganz wenige Arbeiten haben sich bisher mit diesen Bestandteilen 
befaBt, obwohl es sich wahrscheinlich um biologisch sehr wichtige Stoffe 
handelt. Aus den Biirzeldriisen der Ganse wurde durch Untersuchungen 
von De Jonge (19), Plato (25), Réhmann (26) und besonders Ameseder (1) 
im Restunverseifbaren der Oktadecylalkohol gefunden. Aus den Haut- 
fetten des Pottwals und des Wallrat, sowie aus Rochen- und Hauifischfett 
konnte insbesondere dureh Forschungsergebnisse von Toyama (33) der 
Cetylalkohol nachgewiesen werden. Aus menschlichen Fetten, insbesondere 
aus Fett von Dermoidcysten konnten Sotnischewsky (30), Ludwig (24), 
Lieblein (22), v. Zeynek (38), Linser (23) und sehlieBlich Ameseder (1) den 
Eikosylalkohol chemisch isolieren. In neuester Zeit konnte Blankenburg (3) 
in den Schuppen von Psoriasiskranken den Cetyl- und Eikosylalkoho! 
finden. 

Im Jahre 1912 hat Wacker (35) ausgedehnte Untersuchungen iiber die 
Zusammensetzung des menschlichen Fettes bei verschiedenen Erkrankungen 
durchgefiihrt und weist darauf hin, daB die unverseifbaren Anteile des 
Fettes bei krebskranken Menschen stark erhéht sind, verglichen mit diesen 
Verhaltnissen bei gesunden Menschen. Er hebt aber schon hervor, dat} 
auch bei anderen Erkrankungen, wie z. B. der Tuberkulose dieser Anteil 
auch vermehrt sein kann. Aus seinen Untersuchungen am Unterhautfett- 
gewebe, das er vom Operationstisch und von Sektionen gewann, errechnet 
er fiir das Unverseifbare bei krebskranken Menschen einen durchschnitt- 
lichen Anteil von 0,5824°%. Die Schwankungsbreite der Bestimmungen 
lag zwischen 0,396 und 0,8688 g-°%. Bei Nichtkrebskranken findet er 
einen Durchschnittsgehalt von 0,3749 g-°% an Unverseifbaren. 


In neuerer Zeit ist von Brandt (5) der Versuch gemacht worden, mengen- 
maiBig den Gehalt des Blutserums an cholesterinfreien unverseifbaren 
Substanzen zu bestimmen. Er berechnet fiir das menschliche Serum einen 
Gehalt von 58,8 mg®,, betont aber, daB es ihm nicht gelang, die unverseif- 
baren Stoffe verlustlos zu gewinnen. Er extrahierte groBe Mengen von 
Blutserum, das er von vielen Kranken sammelte. Das von ihm gewonnene 
Réstunverseifbare beschreibt er als ein gelbes Ol, das in organischen Lésungs- 
mitteln verschieden léslich ist, sich in Wasser nicht lést, frei von Phosphor 
ist, Stickstoff in Spuren enthalt und vorwiegend aus Kohlenstoff und 
Wasserstoff besteht. Es ist mit Digitonin nicht fallbar, verhalt sich bei 
Anstellung der Liebermann-Burchardschen Reaktion so, als wenn es zu 
25 % aus Cholesterin bestehe. Er konnte aus diesem Stoffgemisch in Benzol- 
lésung einen einheitlichen kristallisierten Kérper durch Behandlung mit 
Pikrinséure abtrennen, dessen chemische Konstitution aber nicht naher 
untersucht wurde. 


Uber das aus der Schweinsleber gewonnene Unverseifbare haben 
Thannhauser und Fromm (31), Frankel und Bielschowsky (13), (14), sowie 
Channon und Marrian (10) Untersuchungen durchgefiihrt. Neben den 
Lipoiden Lignocerylsphingosin und einem Polydiaminophosphatid konnte 
im Unverseifbaren das Sphingosin sowie ungesattigte Kohlenwasserstoffe 
nachgewiesen werden. Das Squalen wurde erstmalig von Channon und 
Marrian aus der Leber isoliert. Bei Nachuntersuchungen von Thannhauser 
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und Fromm (31) wurde weiterhin festgestellt, daB dieser Kohlenwasserstoff 
in der Galle nicht vorhanden ist. Frankel und Léhr (14) konnten im chole- 
sterinfreien Unverseifbaren der Schweinsleber ein hellgelbes Ol isolieren, 
das die Liebermann-Burchardsche Reaktion gab. Dieses Ol ist mit dem 
Dianhydrid der Butantetracarbonsaure fast quantitativ zu verestern. Das 
Natriumsalz des Esters war wasserléslich. Der K6érper war unzersetzt 
destillierbar. AuBerdem konnten diese Untersucher beim Fraktionieren 
mit wasserigem Alkohol einen kristallisierten neutralen Kérper finden, der 
kein Sulfat bildet und kein Brom addiert. 


Wir hielten es fiir erwiinscht, erneut Untersuchungen iiber das 
Restunverseifbare des Blutes bei den verschiedensten Erkrankungen 
durchzufiihren, insbesondere auch deswegen, weil Biirger und Uiker (8) 
in letzter Zeit die Vermutung ausgesprochen haben, daB die von ihnen 
nach Injektion von Trockengalle erzeugten Leukimien und sarkom- 
artigen Neubildungen im Tierversuch durch die unverseifbaren Bestand- 
teile der Galle hervorgerufen worden seien. 


Verfahren: 


Zur Darstellung des Restunverseifbaren verwandten wir folgende 
von Jenke (17) zur Bestimmung des Restunverseifbaren in der Galle 
schon friiher benutzte Methode: 


10 cem im niichternen Zustand entnommenes Blutserum werden mit 
der 20fachen Menge eines Gemisches von Alkohol und Ather im Verhaltnis 
3:1 zusammengegeben. Nach kurzem Aufkochen wird der Niederschlag 
abfiltriert und erneut mit Alkohol extrahiert. Das Filtrat wird zur Trockne 
gebracht und der Trockenriickstand mit 15° iger Kalilauge mindestens 
2 Stunden am RiickfluBkiihler verseift. Dann wird das Unverseifbare im 
Schiitteltrichter mit Ather quantitativ extrahiert. Die gesammelten Ather- 
extrakte werden mit Wasser solange gewaschen, bis das Waschwasser keine 
alkalische Reaktion mehr zeigt. Der Ather wird verdampft und der Riick- 
stand mit 10 cem 96 °,igem Alkohol gelést. Die Bestimmung des Cholesterins 
erfolgt dann durch Fallung mit 10 cem einer 1 %igen Digitoninlésung in 
90% Alkohol. Nach einigen Stunden wird das ausgefallene Cholesterin- 
digitonid unter Nachspiilen mit Aceton und Ather auf einem Goochtiegel 
gesammelt, getrocknet und gewogen. Der Cholesteringehalt berechnet sich 
als ein Viertel des Digitonidgewichtes. Das Filtrat der Digitoninfalluing 
wird im Schiitteltrichter mit Ather und Wasser behandelt, wobei das 
iiberschiissige Digitonin in das Wasser und das Restunverseifbare in 
den Ather iibergeht. Nach Abdampfen des Athers wird der Riickstand 
mit wenig Alkohol aufgenommen und in ein Wiegeglaschen iiberfiihrt. 
Nach vorsichtigem Trocknen, schlieBlich im Exsikkator iiber konzentrierte 
Schwefelséure bis zur Gewichtskonstanz, wird das Restunverseifbare 
gewogen. 


Wir konnten uns nicht dazu entschlieBen, zur Extraktion des Unverseif- 
baren Petrolither zu verwenden, wie es Brandt (5) tat, da der Petrolither 
selbst aus Kohlenwasserstoffen, und zwar zum Teil auch aus ungesattigten 
besteht, die zum Teil schwer fliichtig sind und daher mit unseren Methoden 
kaum entfernt werden kénnen. 














182 U. Graff: 
Tabelle I. 
Quotient 
Nr. Alter Geschlecht Klinische Diagnose Cholesterin pm oa aa 
Jahre mg?|o mg?/o seifbares 
a) Herzerkrankungen. 
I 70 fou Komb. Mitralfehler 145 65 pe 
2 46 ro " wo 110 62,5 1,76 
3 44 y mn Herzfehler 145 100 1,45 
4 | 26 ‘i és re 201,4 222,2 0,9 
5 | 60 ron Aortenfehler 241,6 155,5 ° 1,54 
6 48 fou an 100 100 1 
7 60 o Herzinsuffizienz bei Fett- 116,1 63 1,84 
sucht (220 kg) 
8 | 56 rou Myocardschaden 223,2 123,3 1,8 
9 66 y' ea 174,5 67 2,6 
10. «60 fou SS 110 140.4 0,77 
11 56 ou ee 100 110 0.9 
Durchschnitt: 151,5 109,9 1,52 
b) Kreislauferkrankungen. 
1! 56 o Essentielle Hypertonie 168 68 2,47 
2 68 rod a ve 177,7 55,5 3,2 
3 50 rou 99 *» 189 65 2,78 
4|| 52 fou és 170 84,5 2,01 
5 || 54 ro » 2 199,3 142,5 1,39 
: 6 | 59 Co < fe 174,5 67 2,6 
i d 58 rou = sR 140 144,5 0,96 
1 8 60 2 " . 149,4 327,7 0,45 
4 9 || 54 rou Beginnende essentielle 162 57,7 2,8 
i Hypertonie 
fi 10 | 66 g Arteriosklerose, Hyper- 147,5 43,8 3,36 
d tonie 
11 | 66 ce) Dasselbe ’ -118,5 43,8 a 
12 | 78 of i. 202,7 61,2 3,31 
13 | 74 Q o 115,6 68,7 1,68 
14. 70 °] Hypertonie, Apoplexie 157,8 51 3,09 
15 61 rou 9 pe 178,5 90 1,98 
16 51 of Hypertonie, mult. Sklerose 95 68,7 1,38 
Durchschnitt: 158,5 89,9 2,26 
c) Arteriosklerose. 
1 || 59 g Peripher und cerebral 153,1 56,8 2,69 
2 || 65 Q & x fs 160 61,1 2,6 
3 58 rou a vi os 100 75 1,33 
41 71 rou Dyspraxia intest. 200 205,5 0,97 
| angiosklerot. 
5 || 62 ro Dysbasia intermittens 171,4 55,5 3,08 
6 | 62 rou GefaBsklerose, abheilende 330 81,2 4,06 
| sinusitis maxillaris 
Durchschnitt: 185,7 89,2 2,45 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
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Klinische Diagnose 


d) Lues. 

Luet. Lebercirrhose 

Beginnende Paralyse 
Aortenaneurysma 


Durchschnitt: 


Cholesterin 


mg” 9 


95 
187,5 
176,4 
112.3 
142,8 


e) Klimakterische Stérungen. 


Klimakterium 
Klimakterische Fettsucht 
Zustand nach Kastration 

Klimakterium. Aus- 
geheilte Cholecystitis 

Klimakterium, 

Trigonnunmeystitis 


Durchschnitt: 


202,5 
140 

142,5 
242.8 


120 


169.5 


Restunver- 


seifbares 


mg? 9 


209,3 


250 
200 
175 


20, 6 


200 


f) Blut- und Lymphsystemerkrankungen. 


Lymph. Leukaimie 
Myeloische Leukamie 
Polyeythaemia rubr. 
Lymphogranulomatose 


127 
110 
195 
115 


g) Infektionskrankheiten. 


Febris undulans 
Viridansse psis 
a 
Pelveoperitonitis 
Pneumonie 
Psittakosis 
Angina lacunaris 


Hautmilzbrand 
Scharlach 


Durchschnitt: 


120,2 
150 
110 
100 
133,3 
94,7 
90 
145 
190.2 
93 


122,7 


h) Diabetes mellitus. 


Diabetes mellitus 


Durchschnitt: 


222,2 
158,1 
257 

180,3 
172,5 
133,3 
145,4 
152.8 
146.6 


174,2 


166,7 


168,6 


Quotient 
Cholesterin 
Restunver- 

seifbares 


0,81 
0,7 

0,71 
0,87 


0.6 


0,74 


1,67 
121 
1,63. 
1,41 
0.9 
0,71 
0.7 
0.7 
0,87 


1,09 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
Quotient 
Nr. Alter Geschlecht Klinische Diagnose Cholesterin ye Cholesterin } 
selibares Restunver- 
Jahre mg?/> mg?/o seifbares 
i) Lungentuberkulosen. 
1 48 o Miliartuberk. Meningitis 72 37,5 1,92 
2 27 g Hamat. Aussaat in Lunge 231,4 , 176,4 1,31 
und Abdomen 
3 33 .°] Kasige Pneumonie, Cavum 163,9 176,4 0,93 
4 | 20 g Doppelte exsud. progr. 106,2 317,5 0,33 
Phthise 
5 | 38 2 Doppelte exsud. cav. 92,5 87,7 1,06 
Tuberk. pulm. Lues III 
6 | 22 0) Doppelte cavern. Spitzen- —.208,3 122,2 OY 
tuberkulose 
7 | 47 ro Linksseitige prod. cirrh. 156,3 50 3,12 
cay. Spitzentuberkulose 
: 8 35 ro Doppelseit. prod. cirrh. 328,2 198,2 1,66 
i Spitzentuberkulose 
i Durchschnitt: 169,9 i45,7 1,5 
i k) Lungenerkrankuagen. 
pee 1 | 54 o Silikose 2. Grades 149,2 85 1,75 
Pea. © 2 || 29 rou Chronische Bronchitis 175 75 2,38 
Ree 3 || 62 ren Asthma bronchiale 187,7 75 2,5 
0 ie ; re > ma 4 
See Durchschnitt: 170,06 78,3 2,19 
. 1) Nierenerkrankungen. 
5 1 || 43 ro Beginnende Hydro- 202 41,3 4,89 
i nephrose 
ae boa 
2 35 fou Lipoidnephrose -212,4 402,2 0,52 
3 «48 ro Herdnephritis 176,4 281,5 0,62 
4 | 56 J Nierensteine, Préiuraimie 112 132,8 0,83 
ee 5 49 Q Nephrosklerose, Uramie a) 87,7 63,3 1,38 
' b) 75 72,2 1,03 
: Durchschnitt: 144,2 165,5 1,54 
> 
m) Erkrankungen des Magen-Darmkanals. 
1 26 Uleus duodeni 137,1 50,5 2,71 
2 1 720 rou Uleus duodeni penetr. 110 66 1,66 
3 46 of Uleus duodeni 144,4 155.5 0,92 
; 4 64 Q Uleus duodeni Pylorus- 158,1 294,4 0,53 
a stenose 
: 5 49 fou Dasselbe 202,6 238,8 0,84 
; 6 30 | fou Gastritis 127,7 255,5 0,45 
7 54 rou Pe 162 25 6,48 
8 74 g Gastroenteritis 121,3 50 2,42 
9 24 fou Enteritis 200 50 4,0 
Durchschnitt: 151,5 131,7 2,22 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
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AARWW+ 


Klinische Diagnose Cholesterin 


mg® 


n) Lebererkrankungen. 


Lebercirrhose 110 

” 140 
Lebercirrhose, Bronce- 100 

diabetes 

Chron. Arsenvergiftung 190 
9 9” 144,4 
Hepatolienale Stérung 103.1 
Hamolytischer Ikterus ? = 
Ikterus katarrhalis 98,6 
Durchschnitt : 126,5 


0) Gallenwegserkrankungen. 


Cholelithiasis Ikterus 190 
” ” 194 
Cholecystitis 141,6 
9 187,5 
» 140,3 
Hydrops der Gallenblase 160 
9” 99 ae 111,1 


Durchschnitt: 160,6 


Quotient 


Restunver- Cholesterin 


seifbares 


mg?) 


77, 
68, 


4, 


 -«1-) 


or 


66,£ 
26 


Dye 


u 


= 


80 


167,2 


p) Abgeheilte Gallenwegserkrankungen. 


Cholelithiasis inaktiv 135 
% 9° 140 
Zustand nach Chole- und 204,7 
Pericholecystitis 
Dasselbe 122,2 


Durchschnitt: 150,5 


q) Zustand nach Cholecystectomie. 


Postop. Verwachsungen, 137,5 
Subileus, Bronchiectasen 

Abgeheilte Angina 177,7 

Durchschnitt : 157,6 


r) Unbehandelte Carcinome. 


Siebbeinzellencarcinom 155.5 
Larynxcarcinom 100 
Bronchialearcinom 200 
Pankreaskopfearcinom 210 
Lebercare., Hamochro- 124 
matose 
Durchschnitt: 157,9 


Biochemische Zeitschrift Band 298 


183,3 
211,1 
111 
50 
138,8 


Restunver- 
seifbares 


7,6 
6,23 
i By 
2,67 
1,4 
1,5 
0,83 


3,1 


0,73 
0,66 
1,84 
2,44 
1,4 


1,06 
1,37 
1,21 


1,0 

0,54 
0,25 
0.46 


0.59 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
Quotient 
: Restunver- “holesterir 
Nr. Alter Geschlecht Klinische Diagnose Cholesterin pn Cholesteri 
R estunver 
Jahre mg°/o mg®!y seifbares 
s) Bestrahlte Carcinome wahrend der Behandlung. 
1 58 rou Kiefercarcinom 100 498,8 0,2 
2 66 Q Obrgangscarcinom 95 170 0,56 
3 54 Q Tonsillencarcinom 131 133,3 0,98 
4 69 fon Oesophaguscarcinom 165,3 8 Is Wa 0,53 
5 |} 70 ed Larynxcarcinom 197,2 400 0,4 
5 || 62 a Prostatacarcinom 149 192.5 0,77 
7 | 56 g Collumcarcinom 161 194,3 0,82 
8 69 rou Larynxcarcinom 144,4 FE 1,3 
9 67 .°] Magencarcinom 152 129,8 1,18 
Durchschnitt : 143,9 237,8 0,75 
t) Tumoren auBer Carcinom. 
1 74 o Hypernephrom 100 130 0,77 
2 45 g Cyst. Tumor im Ober- 191,6 144,4 1,32 
bauch 
3 | 74 g Uterusmyom (per- 109,4 187,5 0,53 
magnum) 
Durchschnitt : 133,7 153,9 0,87 
u) Gesunde und Einzelfalle. 
l 54 rod Postop. Verwachsungs- 100 44,4 2,24 
beschwerden 
2 63 rou Phanodormabusus 160 73,2 2,18 
3 || 64 rod Prostatahy pertrophie, 200 133,3 1,5 
Stadium I 
4 34 fou Nervositat 160 85 1,89 
5 jf 22 g Zustand nach Milzruptur 155 100 1,55 
(traumat.) und Splenec- 
tomie : 
‘6 || 82 °] Morphinismus 108,4 56 1,93 
7 40 fou Kein krankhafter Befund 149 73,2 2,03 
8 48 fou Neurasthenie 150 87,5 1,71 
Durchschnitt : 147,8 81,6 1,88 


Die mit unserem Verfahren gewinnbaren Mengen an Unverseifbarem 


sind bedeutend gréBer als die von Brandt erzielten. Brandt konnte 
aus 1500 ccm Serum im Ganzen 0,886 g Restunverseifbares gewinnen. 


Das 


entspricht einem Serumgehalt von 58,8 mg®,. Wir erhielten bei 


der Verarbeitung von 500 ccm Serum im Ganzen 0,7 g Restunverseif- 
bares, was einem Serumgehalt von 140 mg®%, gleichkommt. 


Die Ergebnisse unserer Bestimmungen von Cholesterin und des 


Restunverseifbaren bei den verschiedenen nach Gruppen geordneten 
Krankheiten sind in der vorstehenden Tabelle zusammengestellt. 
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Bei Betrachtung der Resultate der Einzelbestimmungen zeigt 
sich in den Mengenverhiltnissen des Cholesterins wie auch des Rest- 
unverseifbaren in den einzelnen Krankheitsgruppen und innerhalb der 
Gruppen selbst eine auBerordentlich groBe Schwankungsbreite. Bei 
einer gréBeren Anzahl von Gruppen liegen die Durchschnittswerte und 
der gréBte Teil der Einzelwerte des Restunverseifbaren zwischen 70 und 
120 mg®,. So bei den Herz- und Kreislauferkrankungen, den Hyper- 
tonien, Infektionskrankheiten, Lungenerkrankungen auBer Tuber- 
kulose, Leberleiden, Gallenwegserkrankungen und der unter sonstigen 
Erkrankungen zusammengefaBten Gruppe von zum Teil organisch 
gesunden Menschen. In den anderen Gruppen finden wir zum Teil 
ganz auffallig hohe und niedrige Werte vertreten. Die Zahlen fiir den 
Gehalt an Restunverseifbarem des Blutes schwanken innerhalb der durch- 
gefiihrten Bestimmungen zwischen 22,2 mg°, als niedrigstem Wert und 
498 mg®,, als héchstem Wert. Ebenso wie die zahlenmaBige Fest- 
stellung des Cholesteringehaltes des Blutes zu praktisch wenig brauch- 
baren Ergebnissen gefiihrt hat, trotz aller darauf verwandten Miihe, 
finden wir auch bei dem Restunverseifbaren ahnliche Verhaltnisse bei 
den einzelnen Krankheitsgruppen vorliegen. 

Nur ganz im allgemeinen geht aus unseren Zahlen hervor, dali bei 
den meisten Carcinomen, gewissen Formen von Tuberkulose und_ bei 
Frauen mit Beschwerden der Wechseljahre die Werte erheblich iiber 
die sonst gefundenen Durchschnittswerte hinausgehen. Auch bei den 
vier untersuchten syphilitischen Erkrankungen, schlieBlich bei einem 
Fall von Lipoidnephrose finden sich auffallend hohe Werte des Rest- 
unverseifbaren. Bei den untersuchten Tuberkulosekranken mu er- 
wahnt werden, da neben dem Cholesterin auch die Mengen des Rest- 
unverseifbaren auffallend hohe Schwankungen aufweisen. Bei den 
Diabeteskranken findet sich in den Fallen, in denen schon auberlich 
sichtbar das Serum milchig getriibt war, auch bei der chemischen Auf- 
arbeitung eine Vermehrung des Cholesterins und des Restunverseifbaren, 
was sich bei einigen anderen Fallen, die visuell keine Lipaimie erkennen 
lieBen, auch chemisch nicht nachweisen lieB. Beachtlich ist schlieBlich 
die Tatsache, daB bei den bestrahlten Carcinomen die Werte des Rest- 
unverseifbaren bei abfallenden Cholesterinwerten oft hoch bleiben. 


Verhiltnis des Cholesterins zum Restunverseifbaren. 

Cuéni (11) hat bei Nachrechnung der Befunde von Biirger iiber den 
Lipoidgehalt des Blutserums bei Psoriasiskranken gesagt, dal} an der 
Gesamtvermehrung der Blutlipoide bei Psoriasis auBer dem Cholesterin 
auch noch andere unverseifbare Stoffe beteiligt sein miissen. Er glaubt, 
daB nur etwa die Halfte des Unverseifbaren Cholesterin sei. Es lag daher 
nahe, die bei unseren Untersuchungen gewonnenen Zahlen fiir das 
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Cholesterin und das Restunverseifbare einander gegeniiberzustellen. 
Die sich ergebenden Zahlen sind aus den ersten Tabellen fiir jeden Fall 
einzeln berechnet. Die Ubersicht der sich bei den einzelnen Krankheits- 
gruppen ergebenden Quotienten aus Cholesterin und Restunverseif- 
barem finden sich in der Ubersichtstabelle. Bei den einzelnen Gruppen 
ergeben sich ganz auffallige Unterschiede (siehe Tabelle LI). 


Tabelle Il. Ubersicht iiber die Durchschnittswerte. 





: Quotient 
Nr. Erkrankungsgruppe — Cholesterin aa Cholesterin 
suchungen Restunver- 
mg?! mg/> seifbares 
1 Herzerkrankungen........ } 11 151,5 109.9 1,52 
2 Kreislaufleiden ........... 16 158,5 89,9 2,26 
3 Arteriosklerose ........... 6 185,7 89,2 2,49 
4 PO eee eae htinws 4 142,8 209,3 0,75 
5 Klimakterium............ 5 169,5 220,5 0,74 
) RR OAUNN i fis oon a 5 6 ws 2 118,5 22,2 5,35 
7 Infektionskrankheiten .... 10 122,7 94,2 1,45 
8 Diabetes mellitus....... ee 9 174,2 168,6 1,09 
9 Lungentuberkulose ....... 8 169,9 145,7 1,5 
10 Lungenerkrankungen ..... : 170,6 78,3 2,19 
11 Nierenleiden ............. 5 144,2 165,5 1,54 
12 Magen-Darmleiden ....... 9 151,5 131,7 2,22 
13 Lebererkrankungen ....... 7 126,5 77 2,24 
14 Gallenwegsleiden ......... 7 160,6 82,2 8,1 
15 Abgeheilte Gallenwegsleiden “ 4 150,5 138,8 1,4 
16 Zustand nach Cholecystec- 
ON oo ends on hia the 2 157,6 156,25 1,21 
17 Unbehandelte Carcinome .. 5 157,9 207,5 0,59 
18 Bestrahlte Carcinome 9 143,9 237,8 0,75 
19 Andere Tumoren......... 8 133,7 153,9 0,87 
20 Gesunde und Einzelfalle .. 8 147,8 81,6 1,88 


Der Quotient liegt zwischen 1 und 1,3 bei Diabetes, Infektions- 
krankheiten, abgeheilten Gallenerkrankungen und bei Personen, denen 
die Gallenblase entfernt werden mute. Auch bei Tuberkulose findet 
sich ein Quotient von 1,5, wobei hier noch einmal auf die vorher schon 
beschriebene Tatsache hingewiesen werden soll, daB bei dieser Er- 
krankung auffallig hohe Cholesterinwerte und hohe Werte des Rest- 
unverseifbaren unabhaingig voneinander vorkommen. 


Ein hoher Quotient findet sich bei der unter Arteriosklerose ohne 
Hypertonie zusammengefaBten Gruppe von Krankheitsbildern. Die 
besonders hohen Werte fiir das Gesamtcholesterin lassen eine tief- 
greifende Storung des Stoffwechsels, der vielleicht teilweise mit dem 
Alter zusammenhangt, vermuten. 

Wichtig ist die Feststellung des niedrigen Quotienten bei den 
Gruppen der bestrahlten und unbehandelten Carcinome, bei Frauen 
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mit klimakterischen Beschwerden und bei Lues. Auch bei anderen 
Tumoren ist der Quotient kleiner als 1. Bei allen Menschen dieser 
zuletzt erwaihnten Krankheitsgruppen handelt es sich um Menschen 
iiber dem 50. Lebensjahre und damit der Zeit, in der mannigfache 
Umstellungen im Lipoidstoffwechsel Platz greifen, in der die Geschlechts- 
hormone in verringerter Menge gebildet werden und gleichzeitig die 
Zahi der Krebserkrankungen zunehmen. Es ist die Zeit, in der der 
Vorgang des Alterns auch mit unseren physiologischen und chemischen 
Untersuchungen faBbar wird. Immer wieder ist die Entstehung des 
Krebses mit der Umstellung der Geschlechtsdriisen in Zusammenhang 
gebracht worden. Auf Grund der Untersuchungen der letzten Jahre 
ist die Anschauung vertreten worden, daB mit Eintritt des Alters ein 
andersartiger Cholesterinabbau eintritt, wobei Abbauprodukte mit 
anderer biologischer Wirkung entstehen, die vielleicht carcinogene 
Eigenschaften haben wie das Methylcholanthren [ Wieland (16), Cook (34)}. 
Aber auch das Follikulin selbst kann Krebs erzeugen, wie Krey- 
berg (16), (34) zeigen konnte. Ob auch Stoffe der Gruppe der Benzo- 
pyrene und Benzanthrazene, die strukturmaBig nur weitliufigere Be- 
ziehungen zum Cholesterin haben, entstehen kénnen, wissen wir nicht. 

AbschlieBend sei hier nur soviel gesagt, daB eine Herabsetzung 
des Quotienten Cholesterin : Restunverseifbarem in der bestimmten 
Altersstufe insbesondere bei Krebskranken und solchen Menschen, die 
eine deutliche Umstellung der Hormonbildung zeigen (Klimakterium), 
gefunden wurde. 


Die Beeinflussung des Restunverseifbaren durch die Kost. 

Beim Vergleich der sehr unterschiedlichen Mengen an Restunverseif- 
barem im Serum bei den verschiedenen Erkrankungen drangt sich die 
Frage auf, ob nicht ein Teil dieser Unterschiede durch die Art der 
Ernahrung mitbedingt sein kénne. So wie fiir das Cholesterin immer 


Tabelle III. Versuche mit fettreicher Kost. 








‘hole- es - Chole- estun- 
Nr pond Ponte Klinische Diagnose poe ec LBR*]  sterin — LBR 
Jahre bs mg?» mg? » Oly mg?!, mg, 0/5 
1 || 52 fou Bronchiectasen 119,4 238.8 | 22,2]170,6 250 15,4 
2 23 Co Gastritis 145 205,5 5,9} 141 194,4 14,4 
3 40 fou i 194,4 94,4 6,8 | 200.6 79 1] 
4) 65 rou Gastritis, Arterio- | 202.6 201 7,81 168,3 | 173,3 | 11,9 
sklerose 
5 || 30 rou Gastritis 102, 205,56 12,8] 114 183,3 20,4 


* Liebermann-Burchardsche Reaktion. Die ersten Zahlenreihen geben 
die Werte bei Beginn der Kostversuche (morgens niichtern), die zweite, 
abgetrennte Zahlengruppe die Werte nach AbschluB der  fiinftagigen 
Sonderkost. 
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Tabelle IV. Versuche mit fettfreier Kost. 











Chole- estun- ‘hole- es - 

Nr. — wine Klinische Diagnose storks hen LBR ponent herve LBR 

Jahre mg? » mg°/» 0/9 mg?!» mg? jo 0/5 

1 22 fon Gastritis, Reiz- 165 161,1 | 18,8} 119 122,2 | 0,6 

leitungsstérung 
des Herzens 

21 26 fou Pancarditis 111,1 | 244,4 | 12,1] 158,3 | 200 12,9 
3 || 44 Q Fettsucht 125 195.5 | 11,6] 113,8 170 Le ie 

4 65 fou Chronische Arsen- 95 199,4 8,7} 111 100 13 

vergiftung 


Erklarungen siehe umstehend. 


wieder erneut seine BeeinfluBbarkeit durch die Ernahrung behauptet 
wird, muBte diese Frage zunachst auch fiir das Restunverseifbare 
geklart werden. Wir haben daher bei einigen Kranken wahrend 5 Tagen 
eine fettarme bzw. fettreiche Kost gegeben, um den Einflu8 dieser 
Ernahrung kennenzulernen. Die vorstehenden Tabellen III] und IV 
zeigen die Ergebnisse im einzelnen. 


Von den meisten Forschern wird heute angenommen, da durch 
die Kost der Blutcholesterinspiegel beim Menschen nicht nachhaltig 
zu verandern ist. Im Gegensatz dazu glauben Biirger und Habs (6), 
daB im Belastungsversuch mit Cholesterinél beim Menschen eine vor- 
iibergehende nicht tiber 8 Stunden dauernde bedeutsame Erhéhung 
des Btutcholesterins eintrete. Diese Ergebnisse konnten bei Nach- 
priifung mit gleichen Versuchsbedingungen von Barreda (2) nicht 
bestatigt werden. Anders als der Mensch und das fleischfressende Tier 
verhalten sich die Pflanzenfresser. Beim Kaninchen kommt es, wie 
aus vielen Untersuchungen iibereinstimmend hervorgeht, tatsachlich 
zu einem Anstieg des Blutcholesterins nach Belastung. Belastungs- 
versuche mit Cholesterin beim Fleischfresser hatten keine eindeutigen 
Ergebnisse [Grunjatschkin (6), Reicher (6), Stepp (6)|. Es wird daher 
heute allgemein angenommen, da nach iibermabiger Cholesterin- 
zufuhr vom Ko6rper selbst sogleich AusgleichsmaBnahmen in Gang 
gesetzt werden, die eine nachhaltige Anderung des Blutcholesterin- 
spiegels nicht zulassen. 


Bei unseren Versuchen wahlten wir auf der einen Seite fiir vier 
Kranke eine iiber 5 Tage gehende fast vollig fett- und cholesterinfreie 
Kost. Diese bestand vorwiegend aus Gemiise und Obst. Es wurden 
mit der kalorisch ausreichenden Kost in den 5 Tagen nur 20g Fett 
zugefiihrt, d.h. am Tage etwa 4g. Bei den zugefiihrten Fettmengen 
handelt es sich um in den Nahrungsmitteln selbst fest verankerte und 
daher fiir den K6érper nur schwerlich ausnutzbare Bestandteile. Als 
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Beispiel der Art der Ernahrung sei der Kostzettel fiir einen Tag an- 
gefiihrt : 
7 Uhr: 1 Tasse Tee, 20g Zucker, 80g Brot, 30g Marmelade. 


9 Uhr: Obstsalat aus einem Apfel, halbe Orange, halbe Banane dazu 
100 g Brot. 


12 Uhr: 200g Wirsing, 200g Sauerkraut, 400g Salzkartoffeln, 100g 
Obst in Gelee. 

15 Uhr: wie 7 Uhr morgens. 

18 Uhr: GrieBspeise aus 500g Magermilch, 60 g WeizengrieB, 75g EiweiB, 
dazu 300 g Kompott. 

Bei einer zweiten Untersuchungsreihe von fiinf Personen wurde 
nun im Gegensatz mit der Nahrung ziemlich viel Fett zugefiihrt, und 
zwar mit einer fleischfreien kohlenhydratreichen Nahrung taglich etwa 
250 g Fett. Auch hier mége ein Tageskostzettel Einblick geben in die 
verabreichte Nahrung: 

7 Uhr: 1 Tasse Kaffee oder Tee, 150g Mileh, 25 g Butter, 100 g Brot. 

9 Uhr: Miisli aus 100g Sahne, 250g Milch, Apfel, Zucker, Niisse. 

12 Uhr: 400g Gemiise mit 50g Fett, 200g Nudeln mit 20g Fett, 
400 g Kartoffeln mit 20 g Fett, Apfelschnee mit 100 g Schlagrahm (30 g Fett). 

15 Uhr: wie 7 Uhr morgens. 

18 Uhr: 400g Quark mit Sahne und 30g Butter. 

Bei Betrachtung der Ergebnisse dieser beiden Untersuchungs- 
reihen zeigt sich, daB durch die Art der Ernahrung eine deutliche ein- 
heitliche Anderung der Werte des Restunverseifbaren des Blutes nicht 
bewirkt wurde. Bei den Versuchen mit fettarmer Kost zeigt sich fiir 
das Cholesterin zweimal eine Steigerung um durchschnittlich 29,5 °%, 
in zwei anderen Fallen eine Senkung von 18°, so daB der Gesamt- 
durchschnitt eine Steigerung von 5,6 °, betriagt. Das Restunverseifbare 
zeigt in allen Fallen eine Minderung von 26°, im Durchschnitt. Der 
vierte Fall der Tabelle mu8 aber bei der Betrachtung gesondert behandelt 
werden, da bei diesem Kranken eine chronische Arsenvergiftung vorlag, 
die zu einer schweren Schadigung der Leber gefiihrt hatte. Wenn wir 
die drei anderen Fille der Tabelle fiir sich betrachten, dann finden 
wir eine Gesamtsenkung des Restunverseifbaren nach fettfreier Diat 
um 16°. Die Bestandteile des Restunverseifbaren, die eine Liebermann- 
Burchardsche Reaktion gaben, zeigten eine sehr deutliche, aber auch 
nicht ganz einheitliche Anderung. Nr. 1 der Tabelle IV zeigt eine auBer- 
gewohnliche, nicht weiter erklarbare Minderung dieser Stoffe auf !/o. 
des Ausgangswertes. Nr.2, 3 und 4 zeigen eine durchschnittliche 
Steigerung dieser Bestandteile um 36°. Eine nahere Beziehung der 
Veranderungen im Verhalten des Cholesterins, des Restunverseifbaren 
und der die Liebermann- Burchardsche Reaktion gebenden Stoffe besteht 
demnach nicht. 
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Bei den Versuchen mit Fettbelastung findet sich fiir das Chole 
sterin einmal eine Senkung von fast 22,4°%, viermal eine Steigeruny 
von durchschnittlich 22,8°%. Der Gesamtdurchschnitt dieser Falle 
zeigt eine Steigerung von 14°%. Die Fille mit positiven Liebermann. 
Burchardschen Reaktionen im Restunverseifbaren zeigen viermal eine 
Steigerung um durchschnittlich 78,5 %, einmal eine Senkung um 30,6 °,,. 
Der Gesamtdurchschnitt ergibt eine Steigerung dieser Stoffe um 57 °,. 
Die Werte fiir das Restunverseifbare zeigen insgesamt viermal eine Sen- 
kung von 11,4°% im Durchschnitt, einmal eine Steigerung um 4,6°,,. 
so daB der Gesamtdurchschnitt einer Senkung um 7,4°%, entspricht. 

Bei der zusammenfassenden Betrachtung der Ergebnisse dieser 
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fiir eine endgiiltige Klarung zahlenmaBig freilich zu geringen Unter- 
suchungsgruppen findet sich, daB die Kost die mengenmaBige Zusammen- 
setzung der untersuchten chemischen Stoffklassen zwar sicher andert, 
aber bis jetzt eine eindeutige und einheitliche Beeinflussung nicht 
erkannt werden kann. Es ist zunachst unerklarlich, warum bei einer 
fettreichen Kost die Menge des Restunverseifbaren sich vermindert. 
Die Cholesterinwerte zeigen ein voéllig uneinheitliches Verhalten, und 
auffallend stark sind die Schwankungen der Stoffe, die die Liebermann- 
Burchardsche Reaktion geben. Bei den fettarm ernahrten Kranken 
zeigt sich ein ahnlich uneinheitliches Verhalten. Das Restunverseifbare 
zeigt teilweise eine geringe Senkung, teilweise eine geringe Steigerung. 
Die Cholesterinwerte scheinen bei’ dieser Kost eher zu steigen als zu 
fallen trotz der geringen Zufuhr mit der Nahrung. Auch hier ist die 
Schwankungsbreite der die Liebermann- Burchardsche Reaktion gebenden 
Stoffe auffallend groB. 

Bei Beriicksichtigung der Tatsache, daB wegen der Art der Be- 
stimmung der Stoffe eine gewisse Fehlerbreite in Rechnung gestellt 
werden muB, méchten wir Schwankungen von 5 bis 10° noch nicht 
als Beweis einer deutlichen Anderung der Mengen ansehen. Es kann 
also auf Grund unserer Untersuchungen der Kost eine entscheidende 
Bedeutung fiir die mengenmaBige Zusammensetzung des Restunverseif- 
baren nicht zugeschrieben werden. 


Das Restunverseifbare und die Liebermann-Burchardsche Reaktion. 


Es ist schon lange bekannt, daB die Liebermann-Burchardsche 
Reaktion (LBR) nicht auf das Cholesterin allein beschrankt ist. Wir 
wissen, da auBer dem Cholesterin noch mehrere andere auf chemischem 
Wege gewonnene Derivate des Cholesterins diese Farbreaktion geben. 
Es wurde schon von Windaus (37) festgestellt, daB im Blut auBer dem 
Cholesterin noch andere Stoffe vorkommen, die die LBR geben, aber 
nicht mit Digitonin fallbar sind. Es ist daher im Schrifttum, zuletzt 
von Birger, immer wieder betont worden, daB man bei Anwendung 
der LBR zur Bestimmung des Cholesterins héhere Werte erhalt als 
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gravimetrisch mit der Digitoninmethode. Es werden eben auBer dem 
Cholesterin auch noch andere ihm nahestehende Stoffe, wie auch das 
Cholestenon, das Schdénheimer (29) als Blutbestandteil vermutet, mit- 
bestimmt. Brandt hat bei der Anwendung der LBR auf das Rest- 
unverseifbare berechnet, da} dieses sich verhalt, als ob es zu 25°, aus 
Cholesterin besténde. Wir haben bei einigen unserer Bestimmungen 
die LBR am Unverseifbaren angewandt und sie quantitativ nach 
Rappaport ausgewertet. Es fand sich bei den Einzelbestimmungen 
ein Gehalt von 4,5 bis 26,5°, an Kérpern, die diese Reaktion auch 
geben. Einen Gesamtdurchschnitt von 25°, wie ihn Brandt (5) angibt, 
halten wir fiir zu hoch. Bei den meisten Einzelbestimmungen verhalt 
sich das Restunverseifbare so, als ob es zu 8 bis 15°, aus Cholesterin 
bestehe. Diese Prozentzahlen entsprechen auch ungefaihr den_ bei 
Vergleich von gravimetrischer und kolorimetrischer Cholesterinbestim- 
mung auftretenden Unterschieden. Bei unseren Versuchen iiber den 
EinfluB der Kost auf das Restunverseifbare zeigt sich eine besonders 
auffallige Schwankungsbreite gerade dieser Kérper, so daf man ver- 
muten méchte, dafS diesem Kérper im intermediadren Cholesterin- 
stoffwechsel die Rolle eines bedeutsamen Zwischenproduktes zukommt. 


Tabelle V. 
QuantitativeBestimmungenderdie Liebermann-Burchardsche 
Reaktion gebenden Bestandteile des Restunverseifbaren. 





ea Berechneter 
Goneenomenes Cholesterin- 
an Restunver- gehalt des Rest- 


Nr. Krankheitsart salt hae 
selfbarem unverseifbaren 


Prozentzahl 


mg mg 


A. Bestimmungen aus Mischpraparaten von verschiedenen Krankheitsgruppen. 





] MUUOERUIONS Se ae 17 1,92 7,2 
2 ES eee, ane ree 20 4,5 22,5 
3 Infektionskrankheiten ..... 4 0,94 23,5 
4 MAMOUHONIID Sib cscs Seep ces 13,5 1,55 11,5 
5 Gesamtgemisch aller Krank- 

RET SOO arn 26,5 1,92 y B 


B. Bestimmungen einzelner Praparate 


von verschiedenen Krankheiten. 


1 | Lipoidnephrose ........... 38 1,4 4,5 
2 IIIS: en bck cede 9 1,5 16,6 
: a (inaktiv) 21 1,6 7,6 
4 RE ON aac ste nc ewes 28,4 1,064 3,9 
5 Herzinsuffizienz ........... 1,4 7 
a) peripher .. mi) 1,4 17,5 
6 Hundeblut b) Prostader . 17 1,58 9 





Spektrophotographische Untersuchungen. 


Es lag nahe, die Spektrophotographie auf das Restunverseifbare 
anzuwenden, um womdglich hierdurch einen Einblick in die chemische 
Natur der untersuchten Blutbestandteile zu erhalten. Aus den Unter- 
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suchungen von Bandow ist bekannt, da eine gr6Bere Anzahl chemischer 
Stoffe in konzentrierter Schwefelsaure gelést im Ultravioletten mehr oder 
weniger charakteristische Absorptionen geben. Auch mit dem cholesterin- 
freien Restunverseifbaren des Blutes haben Jenke und Bandow (18) 
bereits derartige Untersuchungen der in Schwefelsaure gelésten Substanz 
vorgenommen. Ausgedehnte Untersuchungen von Bandow haben ge- 
zeigt, das ein Maximum der Absorption um 3000 A fiir viele chemisch 
sehr unterschiedliche Kérper besteht, wie z. B. Olsaiure, Linolsaure, 
Desoxycholsiure, Chofesterin u.a.m. Die Absorptionskurven  ver- 
liefen auch bei unseren Aufnahmen ganz ahnlich. 
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~—~—— Restunverseifbares eines Menschen nach Kur Uleus duod. 
Restunverseifbares aus Menschengalle. 
tte eeee Restunverseifbares eines Diabeteskranken. 
+—+-—-+ Restunverseifbares eines Carcinomkranken. 
Die Aufnahmen wurden in konzentrierter Schwefelsiure gemacht und simtliche Kurven aut 
einen Gehalt von 100 mg®/, Restunverseifbares bezogen. 


Aufgenommen wurde das Absorptionsspektrum des Restunverseif- 
baren von je einem Krebskranken, einem Zuckerkranken, einem Magen- 
geschwiirkranken und das Restunverseifbare aus menschlicher Galle. 
Das Restunverseifbare wurde in reinster konzentrierter Schwefelsiure 
gelést und nach 24 Stunden mit dem Quarzspektrographen photo- 
graphiert. Die Einzelheiten unserer Aufnahmetechnik sind von 
Wehinger (36) eingehend beschrieben. Gemessen wurde immer im 
Vergleich zu reinster konzentrierter Schwefelsiure bei verschiedenen 
Schichtdicken. 

Es ergab sich aus diesen Untersuchungen, daB die Form der Ab- 
sorptionskurven keine gréberen Abweichungen untereinander erkennen 
1aBt. Sie stimmen auch mit der von Jenke und Bandow abgebildeten 
Kurve iiberein. Kleinere Abweichungen, die auBerhalb der Fehlergrenze 
liegen, finden sich im absteigenden Schenkel zwischen 3600 und 4000 A. 
Eine genauere Erklarung und Begriindung dieser Abweichungen kann 
von uns nicht gegeben werden. Bei allen aufgenommenen Kurven 
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kommen bei 4200 A Andeutungen einer Bande zum Vorschein, wie sie 
auch vom Cholesterin gegeben wird. Sie ist wegen ihrer geringen Aus- 
pragung nicht weiter festlegbar und kommt auch in der Kurve deswegen 
nicht zum Ausdruck. Da das Cholesterin aus den aufgenommenen 
Praparaten durch Digitonin sicher entfernt worden ist, diirfte es sich 
bei dieser Bande um einen dem Cholesterin nahestehenden Steff handeln, 
vielleicht um denselben Koérper, der auch die Liebermann- Burchardsche 
Reaktion gibt. Um Cholestonon kann es sich nicht handeln. Chole- 
stenon zeigt, wie wir finden, in konzentrierter Schwefelsdiure ein 
Maximum bei 2900 A, in verdiinnter Schwefelsiure eine Bande bei 
5000 A. Diese Bande ist in dem Restunverseifbaren nicht vorhanden. 

Die Aufnahmen des Restunverseifbaren in Ather zeigen eine lineare, 
unspezifische, abfallende Absorptionskurve, die nicht naiher zu besprechen 
ist. Aufnahmen des Restunverseifbaren in Chloroform und Benzol, worin 
sich das Restunverseifbare gut lést, haben wir nicht gemacht, da diese 
Lésungsmittel selbst eine starke Absorption aufweisen. Eine Aufnahme 
in Alkohol scheiterte an der geringen Léslichkeit des Restunverseifbaren 
in kaltem Alkohol. 

Es ergab sich weiter die Tatsache, daB die Starke der Absorption 
bei den verschiedenen Praparaten im Bereich der gleichen Wellenlinge 
groBe Unterschiede aufweist. Die héchste Absorption findet sich bei 
einem Krebskranken, die niedrigste bei der menschlichen Galle. Aus 
der Héhe der Absorption im gleichen MeBbereich kann geschlossen 
werden, daB bei den verschiedenen untersuchten Priaparaten die Zu- 
sammensetzung des Restunverseifbaren mindestens mengenmabBig ver- 
schieden sein mu8. Beim Vergleich der Absorptionskurven z. B. eines 
krebskranken und eines zuckerkranken Menschen kann also geschlossen 
werden, da8 bei diesen beiden Erkrankungen die Steigerung der Menge 
des Restunverseifbaren durch verschiedene Bestandteile hervorgerufen 
sein muB. Welcher Art dieser die Mengensteigerung hervorrufende 
chemische Stoff bei diesen beiden Krankheiten ist, laBt sich jetzt noch 
nicht sagen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde an 150 Kranken das Cholesterin und das Restunverseif- 
bare mengenmaBig bestimmt und die auftretenden mengenmaBigen Unter- 
schiede an Cholesterin und Restunverseifbarem diskutiert, besonders 
auch im Hinblick auf die Méglichkeit des Zusammenhangs zwischen 
Vermehrung des Restunverseifbaren im Blut und Krebsentstehung. 

2. Die Liebermann- Burchardsche Reaktion wurde am Restunverseif- 
baren in einer Reihe von Fallen ausgefiihrt. 

3. Ein deutlicher Einflu8 der Kost auf die mengenmaBige Zu- 


sammensetzung des Restunverseifbaren konnte nicht nachgewiesen 
werden. 
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4. Die spektrophotometrische Untersuchung des in konzentrierter 
Schwefelsiure gelésten Restunverseifbaren ergibt bei gleichem Kurven 
verlauf in den untersuchten Praparaten eine sehr verschiedene Ab 
sorptionshéhe im Bereich von 2800 bis 3600 A. Es wird auf die schwache 
dem Cholesterin zuzuordnende Bande bei 4200 A hingewiesen. 
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Der Sauerstoffverbrauch durch Ascorbinsiure und seine 
Beeinflussung. 
Von 
Felix Steigerwaldt. 
(Aus der I. medizinischen Klinik der Universitat Miinchen.) 
(Eingegangen am 24. Juni 1938.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Verlauf von Untersuchungen iiber die Beeinflussung der Gewebs- 
atmung durch Vitamine mit Hilfe der Warburgschen Apparatur be- 
schaftigte uns als Sonderproblem die Frage des Sauerstoffverbrauchs 
durch Vitamin C und ihre Beeinflussung. Uber diese Frage der Oxy- 
dation der Ascorbinsaure finden sich in der Literatur (1) (2) (3) ver- 
schiedentlich Angaben, die jedoch keine endgiiltige und vollstandige 
Klarung zu bringen vermégen. Der Sauerstoffverbrauch durch Vitamin C 
zeigt gréBenordnungsmaBig unter verschiedenen Bedingungen stark 
abweichende Werte. Es ist bekannt, daB Ascorbinsaurelésungen bei 
pu 7,4 und 37°C nach einiger Zeit eine Abnahme ihres Reduktions- 
vermégens erfahren. Gibt man aber zu der Lésung tierisches Gewebe 
(Brei oder Schnitte), so bleibt der anfangliche Reduktionswert erhalten. 
Diese Beobachtung driickt sich auch in der Erniedrigung des Sauerstoff- 
verbrauchs aus, Das sind Tatsachen, die, wie gesagt, schon verschiedent- 
lich beobachtet wurden, ohne da8 man sie befriedigend erklaren konnte. 
Da uns jedoch gerade die Beantwortung dieser Frage von entscheidender 
Bedeutung fiir das Verstandnis des Wirkungsmechanismus von Vitamin C 
zu sein scheint, halten wir uns fiir berechtigt, weiteres Tatsachen- 
material aus unseren Untersuchungen mitzuteilen. 

Die Ascorbinséure ist ein Hexuronséurederivat. Sie besitzt ein 
starkes Reduktionsvermégen, das auf der Anwesenheit der Gruppierung 
—COH=COH—C=O— beruht (4). Bei der Oxydation wird ein 
Dehydrierungsprodukt gebildet, aus dem bei gelinder Reduktion wieder 
die Ausgangsverbindung entsteht. Es war also von vornherein ein 
starker Sauerstoffverbrauch durch Ascorbinsiure anzunehmen. Die 
Versuche bestatigten diese Annahme und zeigten, daf die Sauerstoff- 
zehrung abhangig ist von der Menge des angewandten Vitamins C, 
wobei sich die durch unsere Methode erreichbare unterste Grenze finden 
laBt, bei der noch Sauerstoff verbraucht wird (Tabelle I). 

Die Leichtigkeit, mit der diese Oxydation vor sich geht, sie erreicht 
sogar in destilliertem Wasser bei 37° C Héchstwerte, laBt daran denken, 
daB ein Gleichgewichtszustand besteht zwischen der Enolform und der 
oxydierten Form mit einer Ketoform als Zwischenstufe. Die Ascorbin- 
saure ware danach geeignet, als Sauerstoffiibertrager im Sinne eines 
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Katalysators zu wirken. Der Sauerstoffverbrauch durch Ascorbinsaure 
lauft jedoch nur unter besonderen Bedingungen so einfach ab, z. B. in 
Phosphatpuffer von px 7,4 und in destilliertem Wasser. Verwendet 
man dagegen Ringerlésung als Reaktionsmedium, so findet sich nur 
dann ein Sauerstoffverbrauch durch Ascorbinséure, wenn reiner Sauer- 
stoff verwandt wird, wahrend die Gegenwart von Kohlensaure (5°, CO, 
in Sauerstoff) die Oxydation teilweise oder fast ganz verhindert. Nicht 
so ausgeprigt ist diese Erscheinung in Serum und Brunnenwasser, 
waihrend die Reaktion in destilliertem Wasser und Phosphatpuffer 
unbeeinfluBt von Kohlensaure ablauft. Betrachtet man die Lésungen, 
die diese Kohlensiureempfindlichkeit zeigen, so findet sich, daB sie 
unter anderen gemeinsamen Bestandteilen auch Bicarbonat enthalten. 
Von Anfang an schien dieser Bestandteil am ehesten in Betracht zu 
kommen und es war deshalb interessant zu sehen, ob Bicarbonat allein 
in destilliertem Wasser denselben Effekt ergibt. Tabelle 1V zeigt, dab 
dies der Fall ist, daB tatsachlich das Bicarbonation fiir diese Erscheinung 
verantwortlich gemacht werden mu}. Wie man sich diese Tatsache 
erklaren soll, ist noch unklar. Man kénnte vielleicht sagen, daB es sich 
hier um eine spezifische Wirkung des Bicarbonations allein handelt. 
Dem steht indes die Beobachtung entgegen, daB die geschilderte Er- 
scheinung ja nur in Gegenwart von gasférmiger Kohlenséure gefunden 
wird. Ob hier die in diesem Falle sicher geringgradige Beeinflussung 
des Dissoziationsverhaltnisses des Bicarbonats durch die gasférmige 
Kohlensaure, die eine Verschiebung nach der sauren Seite veranlabt, 
eine Rolle spielt, ist nicht mit Sicherheit zu entscheiden. Es ware dies 
nur so zu denken, daB dabei eine Verschiebung des angenommenen 
Gleichgewichtszustandes der Ascorbinséure nach der Enolform hin 
erfolgt. Die Ascorbinséure wiirde dann Wasserstoffion verbrauchen, 
es kime zu keiner py-Anderung. Das in der Literatur beschriebene 
Absinken der Oxydationsgeschwindigkeit der Ascorbinséiure mit 
fallendem pu (5) kommt hier demnach als Erklarung nicht in Frage. 
Auch zeigen unsere Versuche, daB geringe px-Verschiebungen unter 
unseren weiter unten beschriebenen Bedingungen auf den Sauerstoff- 
verbrauch der Ascorbinséure ohne Einflu®B sind (Tabelle I). 
Phosphatpuffer von py 7,4 erwies sich uns, wie schon gesagt, stets 
als indifferente Reaktionslésung. Gibt man Glutathion in geringer 
Menge zu, so sinkt die Oxydationsgeschwindigkeit der Ascorbinsaure 
stark ab und zwar schon in reiner Sauerstoffatmosphare. Diese Tatsache 
wurde bereits von den oben erwahnten Autoren, sowie von anderer 
Seite mitgeteilt (6) (7). Ahnlich hemmende Eigenschaften kann das 
Lactoflavin zeigen (Tabelle IV). Das Verhalten dieser beiden Sub- 
stanzen zur Ascorbinséure war deshalb interessant, da sie beide ein 
reversibles Redoxverhalten zeigen. Wahrend wir beim Glutathion 
stets gleichmaBige Werte erhielten (Tabelle V), zeigten sich beim Lacto- 
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flavin starke Schwankungen. Bei einem Teil unserer Versuche kam es 
iiberhaupt zu keiner Einwirkung auf den Sauerstoffverbrauch, bei einem 
anderen Teil wieder war ein hemmender EinfluB zu finden, der jedoch 
stets kleiner blieb als der durch Glutathion erhaltene. Sicher spielt 
hier ein Gleichgewichtszustand zwischen beiden biologischen Redox- 
systemen, Ascorbinsaure und Glutathion, die ausschiaggebende Rolle, 
doch ist uns der genauere Wirkungsmechanismus noch unbekannt. 
Beachtenswert erscheint auch die Tatsache, daS das Lactoflavin, das 
im Gegensatz zum Glutathion ein negatives Redoxpotential besitzt, 
eine weniger ausgesprochene Wirkung auf die Oxydation der Ascorbin- 
saure ausiibt. 

Wie schon zu Anfang erwahnt, ist auch in Gegenwart von Gewebe 
(Brei oder Schnitt) der Sauerstoffverbrauch durch Vitamin C vermindert 
(Kurve 1). Friihere Beobachter dieser Erscheinung haben deshalb 
von einem Oxydationsschutz der Ascorbinséiure durch das Gewebe 
gesprochen, da der Reduktionsanfangswert der Lésungen erhalten blieb. 
Von der Art des Gewebes ist diese Erscheinung unabhangig (Tabelle V1). 
Wir haben daher im folgenden nur Lebergewebe verwandt. Auch wir 
kénnen bestatigen, daB durch Gewebsschnitte der Sauerstoffverbrauch 
der Ascorbinséure eingeschrankt wird, wahrend die titrimetrischen 
Reduktionswerte erhalten bleiben. Ascorbinséurelésungen, in denen 
Gewebsschnitte 10 Minuten lang lagen und dann herausgenommen 
wurden, verhalten sich genau so wie wenn das Gewebe in der Lésung 
bleibt. Also auch in diesem Falle tritt verminderte Oxydation auf. 
Diese Beobachtung laBt wohl den SchluB zu, daB das wirksame Prinzip 
ein leicht léslicher Stoff ist, der aus dem Gewebe in Lésung geht. 
Méglicherweise handelt es sich hier um Glutathion, das zur Wirkung 
gelangt. Es bestehen indes so viele andere Méglichkeiten, daB es nicht 
méglich erscheint, heute schon Endgiiltiges iiber den Mechanismus 
dieser Erscheinung zu sagen. Noch uniibersichtlicher scheint das Bild 
zu werden, wenn wir erwahnen, daB auch die Gewebswirkung auf die 
Ascorbinsiureoxydation in Serum und Ringerlésung ein verandertes 
Verhalten zeigt. In beiden Medien ist der EinfluB8 des Gewebes nicht 
mehr erkennbar, die Ascorbinsaéure verhalt sich so, als ob tiberhaupt 
kein Gewebe in der Lésung ware. Ob es sich hier um Gleichgewichts- 
zustande von Dissoziations- oder von Redoxsystemen handelt oder ob 
kleinste Mengen von Schwermetallsalzen irgendeine Rolle spielen, 
diese Frage laBt sich heute nicht entscheiden. 


Aus dem mitgeteilten Tatsachenmaterial kann der SchluB gezogen 


werden, da der Sauerstoffverbrauch der Ascorbinséure weitgehend 
abhaingig ist von den Begleitfaktoren der Umgebung. Welcher Art 
dieser EinfluB ist, 14Bt sich heute nicht mit Sicherheit entscheiden. 
Doch spricht vieles dafiir, daB er verschiedenster Herkunft sein kann. 
Hatten wir nur eine Verminderung des Sauerstoffverbrauchs durch 




















200 F. Steigerwaldt : 


Ascorbinséiure unter verschiedenen Versuchsbedingungen beobachtet, 
so wissen wir aus der Literatur, daB auch aktivierende Einfliisse ge- 
gesehen wurden, wie dies H.v. Euler (7a) fiir die Kupfer- und Eisenionen 
beschreibt. 

Praktischer Teil. 


Bei unseren Versuchen bedienten wir uns der direkten manometrischen 
Methode von Otto Warburg (8). Dabei wird die Kohlensaéure durch Alkali 
(Kalilauge oder Barytlauge) absorbiert, so da die beobachtete Druck- 
anderung, die am Manometer abzulesen ist, direkt den Sauerstoffverbrauch 
anzeigt. Die Ablesung erfolgt stets bei gleichem Volumen. [Beziiglich der 
theoretischen Grundlagen vgl. auch M. Dixon (9).] 

Die Versuchstemperatur betrug stets 37°C. Durch eine sehr emp- 
findliche Thermoregulation wird die genaue Einhaltung dieser Temperatur 
wahrend der Versuchszeit gewahrleistet. Wir verwandten die Barcroftschen 
Manometer, die in iiblicher Weise mit Brodiescher Loésung gefiillt waren. 
Nach vielen Vorversuchen erwiesen sich uns die GefaBe in der von Dickens 
und Simer (10) angegebenen Form am brauchbarsten. Um ein groBes 
mittleres -GefaB als ReaktionsgefaiB ist hier eine ringférmige Rinne ange- 
ordnet, die zur Aufnahme der Lauge dient. Gefaé und Rinne haben den 
gleichen Gasraum. In die Rinne miindet auBerdem ein kleineres seitlich 
angesetztes Gefa8, das durch einen Schliff mit dem Hauptgefa8 verbunden 
ist und somit geschwenkt werden kann. Der Inhalt dieses kleinen retorten- 
formigen Ansatzes kann in die Rinne entleert werden. Die Vorteile dieser 
GefaBe sind: 1. GroBe Absorptionsflache fiir die Lauge, 2. die Unmdéglichkeit 
einer Vermengung von GefaB- und Rinnenfliissigkeit durch Uberspritzen 
auch bei starkstem Schiitteln. 

Das Gesamtgasvolumen unserer GefaBe betragt ungefahr 12 ccm. Die 
GefaBe, die mit peinlicher Sorgfalt an die Manometer angeschliffen sind, 
werden noch durch Stahlfedern an diese angedriickt. Von Zeit zu Zeit 
werden simtliche Apparaturen auf Dichtigkeit gepriift. Die Eichung 
geschieht in bekannter Weise. 

Unsere Versuche werden folgendermaBen angesetzt: In das MittelgefaB 
wird 1,0 cem der jeweiligen Reaktionsfliissigkeit gegeben. Dieser Fliissigkeit 
(Phosphatpuffer vom py 7,4, Ringerlésung, Serum oder ahnliches) sind 
bereits vorher je nach der Versuchsanordnung verschiedene Zusatze zu- 
gefiigt. In besonderen Fallen wurde der Zusatz erst spiter zugegeben. Die 
Menge der Reaktionsfliissigkeit wurde dann so berechnet, daB die Gesamt- 
fliissigkeit im ReaktionsgefaB nicht mehr als 1 cem betrug. Erfolgt der 
Ansatz mit Gewebsschnitten, so werden diese in das MittelgefaB gegeben. 
Erst als letztes l4Bt man 0,5cem Lauge aus einer Biirette in die Rinne 
flieBen, befestigt die GefaBe sofort am Manometer und 1aBt, nachdem man 
sie in den Thermostaten gebracht hat, das zum Versuch verwandte Gas- 
gemisch 10 Minuten lang durch das GefaB str6men. Nach dieser Zeit werden 
die GefaiBe unter Druck verschlossen. Durch kurzes Offnen des Manometer- 
hahns wird der Uberdruck ausgeglichen. Darauf schiittelt man 10 Minuten, 
um nochmals Druck- und Temperaturausgleich zu erzielen. Die Ablesungen 
des Manometers erfolgen alle 15 Minuten unter Einstellung auf gleiches 
Volumen. Soll nach beendetem Versuch die Menge der absorbierten Kohlen- 
siure bestimmt werden, so muB beim Ansetzen bereits Salzséiure in den 
Seitenansatz gebracht werden, deren Menge (0,3 ccm) natiirlich bei der Be- 
rechnung der Gefai8konstanten beriicksichtigt werden muB. Diese Salzséiure 
wird am SchluB8 des Versuchs durch Schwenken des Ansatzstiickes zur 
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Lauge gekippt. Die entwickelte Kohlensaure la6t sich dann als Gaszuwachs 
am Manometer ablesen. 

Herstellung der Gewebsschnitte. Die Organe werden aus dem eben 
getéteten Tier entnommen, in der betreffenden Reaktionslésung kurz 
gewaschen und sofort mit dem Rasiermesser geschnitten. Die Schnittdicke 
soll im Durchsehnitt nicht mehr als 0,2 bis 0,3 mm betragen. Bei dickeren 
Schnitten ist die Diffusion unzureichend, damit kommt es zu falschen 
Ergebnissen. Nach den Versuchen wird das Trockengewicht der Schnitte 
festgestellt. Die Schnitte werden im Reaktionsgefa& nicht fixiert, sondern 
schwimmen in der Fliissigkeit. Ein Ankleben an den Wanden des GefaBes 
wurde selten beobachtet. 

Versuche ohne Gewebsschnitte, 

Alle angegebenen Zahlen stellen Mittelwerte aus zahlreichen Ver- 

suchen dar. 
Tabelle I. Sauerstoffverbrauch durch verschiedene Mengen 
Ascorbinsaure. 
Reaktionsfliissigkeit: m/15 Phosphatpuffer, py 7,4; Zusatz: wechselnde 
Mengen Ascorbinséure; Gas: reiner Sauerstoff; Versuchstemperatur: 37°; 
Versuchsdauer: 60 Minuten. 





Ler S rstoffverbrauc 
Ascorbinsiure _— prauch 





in cmm 
% g pro Versuch nach 30 Min. nach 60 Min. 
0,5 0,005 > 124,7 > 124,7 
0,25 0,002 5 102,5 > 121,4 
0,125 0,001 25 84,8 110,1 
0,025 0,000 25 18,5 23,0 
0,0025 0,000 025 1,5 1,5 


Der Sauerstoffverbrauch bei den Mengen 0,005 und 0,0025 g im Ansatz 
ist gréBer als die angegebenen Werte. Die Manometerfliissigkeit ist im 
rechten Schenkel nicht mehr auf die Ausgangsmarke zu senken, im linken 
Schenkel steht sie am Ende der Skala. 


Tabelle II. Beeinflussung des Sauerstoffverbrauchs der Ascorbin- 
sdure durch die Art der Reaktionsfliissigkeit. 
Reaktionsfliissigkeit: m/15 Phosphatpuffer, py 7,4, Ringerlésung, doppelt- 
destilliertes Wasser, Brunnenwasser, das sehr kalkreich ist, menschliches 
Normalserum; Zusatz: 0,25 °% Ascorbinsiure = 0,0025 g pro Ansatz; Gas: 
bei den Versuchen unter a) reiner Sauerstoff, bei den Versuchen unter b) 
Sauerstoff + 5° Kohlenséure; Versuchstemperatur: 37°; Versuchsdauer : 
60 Minuten. Kein Zusatz von KOH. 





Sauerstoffverbrauch 
in cmm 


Lésungen a) b) 





nach 30 Min. nach 60 Min. | nach 30 Min. | nach 60 Min. 


Phosphatpuffer ........ 102,5 121,4 109,0 120,7 


Ringerlésung ..........- 69,3 106,6 0,2 0,5 
Destilliertes Wasser..... 93,2 120,0 73,8 112,9 
Brunnenwasser......... 84,7 118,0 12,8 37,5 
MN RS OS ees 85,6 123,0 29,2 50,3 
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Die Tabelle zeigt, daB nur in Gegenwart von Kohlensaure ein 
EinfluB der Reaktionslésung auf die Sauerstoffzehrung durch Ascorbin- 
siure vorhanden ist. 


Tabelle III. Sauerstoffverbrauch durch Ascorbinsaure bei ver 
schiedenen py-Werten. 
Reaktionsfliissigkeit: m/15 Phosphatpuffer von verschiedenen py-Werten: 
Zusatz: 0,25°% Ascorbinsiure = 0,0025 g pro Ansatz; Gas: reiner Sauer- 
stoff; Versuchstemperatur: 37°; Versuchsdauer: 60 Minuten. 





Sauerstoffverbrauch Sauerstofiverbrauch 
Pa-Werte sbi eee PEP cA Ne, Pu-Werte silanes - = sco ON i 
nach 30 Min. nach 60 Min. nach 30 Min. nach 60 Min. 
6,2 101,0 130,5 7.6 105.2 122.0 
6,6 121,2 128,2 8,0 103.0 125,0 
7,1 121,8 125,0 8,3 115,1 126.0 





Das Verhalten der Ascorbinséure in py-Gebieten, die tiber diesen 
Rahmen hinausgehen, war nicht interessant. Auch konnten wir nur 
Werte miteinander vergleichen, solange wir mit derselben Reaktions- 
lésung arbeiteten. Aus diesem Grunde waren wir auch gezwungen, im 
Bereich des Phosphatpuffers zu bleiben. 


Tabelle IV. Beeinflussung des Sauerstoffverbrauchs durch 
Ascorbinséure (Zusammenfassung). 
Reaktionsfliissigkeit: aus der Tabelle ersichtlich; Zusatz: 0,25 Ascorbin- 
siure = 0,0025 g pro Ansatz, und bei Lésung 6 0,1 g% Glucose, bei Lésung 7 
0,001 g, bei Lésung 8 0,0001 g Vitamin B, pro Ansatz, bei Lésung 9 0,0001 g 
Lactoflavin pro Ansatz; Gas: bei Versuchen unter a) reiner Sauerstoff, 
bei den Versuchen unter b) Sauerstoff + 5°, Kohlensaéure; Versuchs- 
temperatur: 37°; Versuchsdauer: 60 Minuten. Kein Zusatz von KOH. 





*Sauerstoffverbrauch 
in cinm 


Losungen normal vermindert 
a) b) a) b) 

1. Phosphatpuffer, 7,4 pa ....... 108,5 130.7 

2. Destilliertes Wasser........... 120,0 11 2°9 37,5 
3. Branhnonwaater so 566.555; Aras 118,0 one 0,5 
4; Rangeeeengs os ee ee 106,6 0,3 
Dc SOME Sy es alee iene 123,0 

6. Phosphatpuffer + Glucose ..... 112,0 

7. Phosphatpuffer + Glutathion .. 29,4 

8. Phosphatpuffer + Vitamin B, .. 37,7 

9. Phosphatpuffer +- Lactoflavin .. 80,0 ? 
10. Bicarbonat in dest. Wasser .... 120,0 30,1 


Die Tabelle IV faBt zusammen, was iiber die Beeinflussung des 
Sauerstoffverbrauchs der Ascorbinsiure ohne Gewebszusatz gesagt 
wurde. Sie zeigt nochmals, daB die normale Sauerstoffzehrung durch 
Ascorbinséure dann durch Kchlenséure im Sinne einer Verminderung 
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beeinfluBt wird, wenn die Reaktionslésung Bicarbonation enthalt. 
Bei reinem Sauerstoff dagegen gewinnen nur Glutathion, Lactoflavin 
und das Vitamin B, einen ahnlichen 
EinfluB. Bei den Versuchen mit Lac- 
toflavin sahen wir, wie schon er- 
wahnt, starke Differenzen in den Er- 
gebnissen. Es wurden teilweise Werte 
beobachtet, die fast eine normale 
Sauerstoffzehrung zeigten. Oben ist 
ein Mittelwert angegeben. Da Lacto- 
flavin sehr lichtempfindlich ist, ar- 





beiteten wir unter méglichstem Licht- 
ausschluB. Wir glauben daher, einen 
experimentellen Fehler als Ursache fiir | 
die schwankenden Werte ausschlieBen ohne Gewebe 
zu kénnen. Uber die Mengenverhalt- 
nisse, in denen die drei eben er- 


wahnten Substanzen zur Reaktions- ~ 














= 
lésung gegeben wurden, kann gesagt 
werden, da8 wir bewuBt einen héheren . 
Gehalt an wirksamer Substanz nahmen, | | 
3 y aoe - om Ss 1 J 1 1 i 
als zur Erreichung der Wirkung not- 0 i 60 Wt 160 wo 
wendig war. Am Beispiel des Gluta- sees Min 
thions wollen wir zeigen, daB auch Abb. 1. Vergieichende Danstellung 
3 2 y 3 j des Sauerstoffverbrauchs von Ascor- 
sehr viel geringere Mengen die gleiche binsiiure in Abwesenheit und Gegen- 


Wirksamkeit besitzen. 5 Se ee 
Tabelle V. Beeinflussung der Sauerstoffzehrung der Ascorbin- 
siure durch Glutathion in verschiedenen Mengen. 
Reaktionsfliissigkeit : m/15 Phosphatpuffer, py 7,4, mit wechselnden Mengen 
Glutathion; Zusatz: 0,25 Ascorbinsaéure 0,0025 g pro Ansatz; Gas: 
reiner Sauerstoff; Versuchstemperatur: 37°; Versuchsdauer: 60 Minuten. 





Sauerstoffverbrauch 


Glutathion ‘n emm 
% g pro Versuch nach 30 Min. nach 60 Min. 
1,0 0,01 11,5 29,4 
0,1 0,001 10,9 24,6 
0,01 0,000 1 10,7 23,2 
0,001 0,000 01 10.9 25,5 
0,0001 0,000 001 15.8 31,6 


Versuche mit Gewebssehnitten. 

Auch bei den hier mitgeteilten Ergebnissen handelt es sich um Mittel- 
werte. Als Gewebe wird, wenn nichts anderes vermerkt, stets Leber von 
Maus verwendet. 

Zu Abb. 1. Reaktionsfliissigkeit: m/15 Phosphatpuffer, py 7,4; Zusatz - 
0,25 % Ascorbinséure = 0,0025g pro Ansatz; Gas: reiner Sauerstoff; Gewebe - 
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nur bei Kurve II, Leber von Maus, 1,0 + 2,0 mg pro Versuch; Versuchs- 
temperatur: 37°; Versuchsdauer: 180 Minuten. 


Es wird immer nur der pro Zeiteinheit verbrauchte Sauerstoff angegeben 
Tabelle VI. Beeinflussung des Sauerstoffverbrauchs der Ascorbin- 
siure durch verschiedene Gewebe. 


Reaktionsfliissigkeit : m/15 Phosphatpuffer, py 7,4; Zusatz: 0,25 % Ascorbin.- 
siure = 0,0025¢ pro Ansatz; Gas: reiner Sauerstoff; Versuchstemperatur : 37°. 





ev h AtmungsgréBe 
Gewebe aes cen ENRON | ea ath 
nach 30 Min. nach 60 Min. nach 30 Min. nach 60 Min 


Normale Leber von Maus ........ 23,1 36,0 27,3 32,7 
Normale Leber von Meerschweinchen iy A 32,6 27,8 31,4 
Normale Leber von Kaninchen.... 21,8 30,0 20,0 16,1 
Ehrlich Carcinom Maus........... 13,0 i7,1 23,0 | 23,2 
Nierengewebe von Maus.......... 12,5 22,3 35,4 31,9 


Tabelle VII. Beeinflussung des Reduktionswertes der Ascorbin- 
saure durch Gegenwart von Gewebe. 
Reaktionsfliissigkeit: m/15 Phosphatpuffer, py 7,4; Zusatz: Ascorbinséure 
25mg pro Ansatz; Gewebe: Leber von Maus; Gas: reiner Sauerstoff; 
Versuchstemperatur: 37°; Versuchsdauer: 90 Minuten. 








Ohne Gewebe Mit Gewebe 
Vecsnshedaner mg Abnahme in % mg Abnahme in % 
z 
Anfangswert ......... 20,0 20,0 
Nach 30 Min......... 13,3 35,5 20,0 ~ 
Nach 60 Min......... 13,: —_ 20,0 a 
Nach 90D... 6625s 13.3 — 20,0 a 


Tabelle VIII. Beeinflussung des Sauerstoffverbrauchs durch 
Ascorbinsaéure in Gegenwart von Gewebe. 

Zusatz: 0,25 °Gige Ascorbinsiure = 0,0025 g pfo Ansatz, ferner bei Lésung 4 

0,1 ¢% Glucose, bei Lésung 5 0,0001 g Lactoflavin, bei Lésung 6 und 

0,leem n/10 KCN pro Ansatz; Gas: bei den Versuchen reve a) reiner 

Sauerstoff, bei den Versuchen unter b) reiner Sauerstoff + 5° Kohlen- 

siiure ae beth B cian anions 37°; Sosenhiihiiads’ 60 Minuten. 





Sauerstofiverbrauch 
in cmm 





Lésungen 





normal vermindert 
a) | b) a) b) 

1. Phosphatpuffer, py 7,4 ......... 32,7 19,0 
Se 6. Back ENS os. 114,0 22,6 
By IN ibn CGNs sis patna ate 121,9 52,6 
4. Phosphatpuffer + Glucose ...... 28,8 14,1 
5. Phosphatpuffer -+- Lactoflavin... 59,7 

6. Phosphatpuffer Giles See 35,7 

Te) OR I os vn Vike hae 107,0 

8. Bicarbonat in dest. Wasser .... 112,0 20,5 
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Zu Tabelle VI mu bemerkt werden, daB wir von normaler 
Leber vom Kaninchen und vom Nierengewebe der Maus sehr viel 
weniger Versuche haben wie bei den iibrigen Gewebsarten. Es ist 
deshalb méglich, daB besonders bei Leber vom Kaninchen der niedere 
Wert darauf zuriickzufiihren ist, daB sich die Schwankungen der ein- 
zelnen Versuche weniger ausgleichen. 

Die Bestimmung wurde nach dem Prinzip von Jetzler und Nieder- 
berger (11) durchgefiihrt. Wir titrierten also die zu untersuchende Lésung 
mit Dichlorphenolindophenol bis zur leichten Rosafarbung. 


Zusammenfassung. 


Der Sauerstoffverbrauch der Ascorbinséure wird in seiner Ab- 
hangigkeit von verschiedenen Faktoren beobachtet. 

1. Ascorbinsdure zeigt bei Gegenwart von reinem Sauerstoff in 
Phosphatpuffer einen starken Sauerstoffverbrauch. 

2. Enthalt das umgebende Gas Kohlensaure, so kann der Sauerstoff- 
verbrauch der Ascorbinsaéure vermindert werden. Dies ist nur dann der 
Fall, wenn die Reaktionslésungen Bicarbonation enthalten, also in 
Ringerlésung, Serum und Brunnenwasser. 

3. Bei Gegenwart von reinem Sauerstoff gewinnen Verbindungen, 
wie Glutathion und méglicherweise auch Lactoflavin, die selbst auch 
Redoxverhalten zeigen, einen vermindernden EinfluB auf den Sauerstoff- 
verbrauch. 

4. Auch in Gegenwart von Gewebsschnitten ist der Sauerstoff- 
verbrauch der Ascorbinsaure stark herabgesetzt. Die Art des Gewebes 
hat dabei keinen EinfluB. 

5. In Serum und Ringerlésung scheint die Wirkung der Gewebs- 
schnitte auf die Sauerstoffzehrung der Ascorbinsdéure aufgehoben. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel. 


Bei der Durchfiihrung der Versuche unterstiitzte mich Frl. M. Miiller 
in ausgezeichneter und dankenswerter Weise. 
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Untersuchungen iiber die Histidinausscheidung im Harn. 
Von 
W. Tschopp und H. Tschopp. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik in Basel und dem Physiologisch 
chemischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1938.) 


1934 veréffentlichte Kapeller-Adler (6) eine Arbeit iiber den Histidin- 
nachweis im Urin zur Schwangerschaftsdiagnose. Dadurch ist erneut 
die Frage zur Diskussion gestellt worden, ob Histidin und Imidazol 
kérper unter normalen oder nur unter pathologischen Bedingungen im 
Urin ausgeschieden. werden. 

Bisher ist tiber Vorkommen und Nachweis von Histidin im Urin 
folgendes bekannt: 

1908 berichtet Engeland, daB auf Grund seiner Untersuchungen 
mit der Diazoreaktion, die die Imidazolderivate und die aromatischen 
Oxysauren erfaBt, Pflanzenfresser mehr Imidazolderivate im Urin aus- 
scheiden als Fleischfresser (vgl. Lelu, w. u.). 

Hefter fand 1925 mit einem komplizierten Fallungsverfahren im 
normalen Urin einen Stoff, der auf Grund von Léslichkeit, Schmelz- 
punktbestimmung, optischer Drehung, mikrokristallographischer Ana- 
lyse als Histidin identifiziert wurde. Kauffmann und Engel wiesen mit 
der quantitativen kolorimetrischen Methode nach Koessler und Hanke, 
die sich auf die Paulysche Diazoreaktion aufbaut, auch im normalen 
Urin die Ausscheiduhg von Imidazolderivaten nach. Die Ausscheidung 
dieser Stoffe, die nicht einzeln erfaBt werden, ist abhangig von dem 
EiweiB- bzw. von dem Histidingehalt der Nahrung. Sie steigt bei 
Lebererkrankungen an. Dieser Anstieg wird auf eine Stérung der 
Desaminierung der Aminoséuren in der Leber zuriickgefiihrt. Bei 
infektiésen Krankheiten, bésartigen Geschwiilsten, gewebseinschmel- 
zenden Prozessen ist keine Hyperimidazolurie nachweisbar. Reinwein 
und Reinwein und Thielmann fanden im Urin bei perniziéser Anamie 
und bei fortgeschrittener Lungentuberkulose Histidin, gestiitzt auf die 
Elementaranalyse des Fallungsproduktes und auf die Paulysche Diazo- 
reaktion des Pikrolonats dieser Substanz. Reinwein bemerkt aber in 
seiner Arbeit, daB bei den diazopositiven Urinen eine Erhéhung des 
Histidingehalts gegeniiber der Norm nicht sicher sei, da Histidin blo! 
einer der Bestandteile ist, die bei normalen und pathologischen Urinen 
die positive Diazoreaktion geben. 

Nach Fiirth und Majer kommen aufer Histidin noch andere Imid- 
azolderivate im Urin vor (Imidazolessigsiure, Imidazolacrylsaure, 
Histamin). Nach Firth geben Urochromogen, Histidin, Tyrosin. 
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Phenole und Polyphenole die Ehrlichsche Diazoreaktion. Ein im inter- 
mediairen Stoffwechsel aus Histidin gebildetes Imidazolderivat ergibt 
die Paulysche Diazoreaktion. Fiirth rechnet den ,,Diazowert‘ auf 
Histidinmonochlorid um, gibt aber gleichzeitig an, daB auf die einzelnen 
Imidazolderivate ein nicht naher berechenbarer Bruchteil des ,,Diazo- 
wertes* entfallt. 

Lelu, der mit einer Modifikation der Methode von Koessler und 
Hanke arbeitete, fand, daB bei gleichen Ernahrungsbedingungen herbi- 
vore Tiere eine gréBere Imidazolausscheidung im Urin zeigen als carni- 
vore Tiere. Er bestatigt damit die Untersuchungen von Engeland. 
Der Autor schlieBt aus seinen Ergebnissen, daB der Abbau der Imidazol- 
kérper bei den Herbivoren im Vergleich zu den Carnivoren erschwert 
ist. Er nimmt ferner an, da die Imidazolurie stoffwechselbedingt ist 
und nicht von irgendwelchen Darmprozessen abhangt. 


Loeper fand zusammen mit Lesure, Giroux u.a. Mitarbeitern eine 
Vermehrung der Imidazolausscheidung im Urin bei Fieber, beim Zerfall 
von Erythrocyten, Leukocyten und Gewebszellen. Durch ausgedehnte 
Untersuchungen in Serum, Urin, Odemfliissigkeit und Stuhl stellten 
die Autoren eine Retention der Imidazolkérper bei Bronchopneumonie, 
dekompensierten Herzfehlern, akuten rheumatischen Infekten, Typhus, 
Dysenterie und Lebercirrhose fest. Bei kritischer Entfieberung dieser 
Krankheiten und bei Ausschwemmung der Odeme tritt eine starke 
Vermehrung der Imidazolkérper im Urin auf, ebenso bisweilen kurz vor 
dem Tode. Diese Autoren wandten eine von ihnen ausgearbeitete 
Modifikation der Methode von Koessler und Hanke an. 


Massione und Donini gebrauchten bei ihren Untersuchungen die 
Methode von Loeper und fanden im Urin bei starker kérperlicher Er- 
miidung eine vermehrte Ausscheidung von Imidazolkérpern. Dello Jojo, 
der mit einer Modifikation der weiter unten erwihnten Bromwasser- 
reaktion nach Knoop arbeitete, kommt auf Grund seiner Forschungen 
zum SchluB, daB Histidin ein normaler Harnbestandteil ist, unabhangig 
von der Nahrung, endogen entstanden; seine Herkunft ist noch nicht 
geklart. 

Die Untersuchungen wurden bisher auf Grund der Paulyschen 
Diazoreaktion mit der urspriinglichen quantitativen Methode nach 
Koessler und Hanke oder mit ihren Modifikationen, z. B. nach Loe per 
und Mitarbeitern durchgefiihrt. Sie kénnen aber, wie einige Autoren 
selber angeben, nicht als unbedingt verlaBlich angesehen werden, da 
die Paulysche Reaktion der Diazotierung nicht spezifisch fiir Histidin 
ist [Firth und Majer, Kapeller-Adler (1), Hoppe-Seyler-T hier felder, 
Bertho und Grassmann, Schwartz und Riegert, Bussit, Lelu|. Nach Lelu 
eignet sich diese Methode zur ungefahren Schaitzung der Imidazolurie, 
bis eine bessere Methode ausgearbeitet ist. Loeper und Mitarbeiter 
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geben ebenfalls an, daB die von ihnen modifizierte Methode von Koessler 
und Hanke nur annahernd richtige Zahlenwerte ergibt. 

Einen streng spezifischen Nachweis fiir Histidin bildet die Knoop- 
sche Bromwasserreaktion. [hr Wesen ist zwar bisher noch nicht geklart, 
ihre Spezifitét und ihre Brauchbarkeit sind aber nach den Literatur- 
angaben erwiesen [Armstrong und Walker, Bertho und Grassmann, 
Hoppe-Seyler-T hier felder, Kapeller-Adler (1), Bussit]. Auf Grund dieser 
Bromwasserreaktion hat Kapeller-Adler (6) (9) den Histidinnachweis im 
Urin zur Schwangerschaftsdiagnose veréffentlicht. Bevor die Ver- 
wendbarkeit dieser Probe als Schwangerschaftsnachweis erértert wird, 
soll die Methodik kurz beschrieben werden. 

Die in der ersten Veréffentlichung von 1934 angefiihrte Methodik 
wurde spiater modifiziert. Alle vorliegenden Untersuchungen sind nach 
der 1936 ver6ffentlichten Arbeitsweise ausgefiihrt worden. 


Notwendige Reagenzien. 

Bromreagens. 1 %ige Bromlésung in 33 %iger Essigsaure. 5eem = 15g 
Brom werden in einen 2-Liter-Kolben gebracht, mit 500 cem Eisessig ver- 
setzt und mit dest. Wasser auf 1500 cem aufgefiillt. + 

Ammoniak-Ammoniumearbonatgemisch. 2 Teile konzentriertes Am- 
moniak + 1 Teil 10°%ige Ammoniumcarbonatlésung. 

K J-Starke-Papier, selbst hergestellt. 

Griessches Reagens, modifiziert nach Ilosway. 1. 0,5 g Sulfanilséure 
in 150cem verdiinnter Essigsaéure gelést. 2. 0,5g «-Naphthylamin in 20cem 
Wasser gekocht, in 150 ccm verdiinnte Essigséure filtriert. Lésung 1] mit 
Lésung 2 vereinigt, in dunkler Glasstépselflasche lichtgeschiitzt aufbewahrt. 

10% ige Schwefelsiure und 10%ige Natronlauge. 

40 %ige Harnstofflésung. 

n/10 Kaliumpermanganatlésung. 


Arbeitsgang. 


Priifung des 24 Stunden-Urins auf die Anwesenheit<von Nitrit mit 
dem Griesschen Reagens. Griessches Reagens und Urin zu gleichen Teilen; 
béi Anwesenheit von Nitrit Rotfairbung. 


Verfahren bei nitritfreien Urinen (Methode B). 


5eem Urin in einem gewoéhnlichen Reagensglas tropfenweise mit 
Bromreagens versetzen bis zum Umschlag in Zitronenfarbe und Blau- 
farbung beim Tiipfeln auf KJ-Stairkepapier. Kontrolle der geniigenden 
Bromierung nach 10 Minuten durch Tiipfeln. Ist die anfangs vorhandene 
Blaufarbung beim Tiipfeln nach 10 Minuten wieder verschwunden, so wird 
tropfenweise Bromreagens zugegeben, bis wieder Blaufarbung des Indikator- 
papiers auftritt. Zugabe von 0,5ceem Ammoniumcarbonat-Ammoniak. 
30 Sekunden im siedenden Wasserbad kochen. 


Verfahren bei nitrithaltigen Urinen (Methode A). 


Zu 5cem Urin leem 10 %ige Schwefelséiure; mit n/10 KMnO, bis zur 
eben bestehenden Rosafarbe versetzen, Bromieren zur Zitronenfarbe und 
Tiipfeln wie oben, 1,0 cem Ammoniumcarbonat-Ammoniak zugeben, 40 Se- 
kunden im siedenden Wasserbad kochen. 
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Diese Methode A zeigte bisweilen nach dem Versetzen mit KMnQ, so 
intensiv dunkle Farbténe, daB beim Bromieren die Zitronenfarbe nicht 
mehr sicher erkannt werden konnte. Deshalb wurde von uns eine Methode 
zur Entfernung der Nitrite durch Harnstoff in sehwach saurer Lésung aus- 
gearbeitet (Methode C): 

5 eem Urin werden mit 0,5 eem 40 °,iger Harnstofflésung und 3 Tropfen 
10% iger Schwefelséure 3 Minuten im siedenden Wasserbad gekocht, nach 
dem Abkiihlen mit 3 Tropfen 10°%iger NaOH versetzt und wie oben mit 
dem Bromeisessigreagens weiter behandelt. Durch dieses Verfahren sind 
keine wesentlichen Farbanderungen aufgetreten. Die Brauchbarkeit dieser 
Methode © wurde von uns durch folgende Untersuchungen erhartet: 5 cem 
nitrithaltiger Urin werden mit Harnstoff und Schwefelsaéure in der oben an- 
gegebenen Weise versetzt und verarbeitet. Bei der Kontrolle ist die vorher 
positive Griessche Reaktion negativ geworden. Untersuchungen bei gleichen 
Ansatzen und verschiedenen Kochzeiten haben ergeben, da die Griessche 
Reaktion erst nach 2 Minuten langem Kochen sicher negativ wird, also alle 
Nitrite zerstért sind. Bei Zimmertemperatur wird die Nitritreaktion bei 
gleichem Ansatz friihestens nach 60 Minuten negativ. Unter gleichen 
Versuchsbedingungen werden zu nitritfreiem Urin oder zu Wasser zugefiigte 
Nitrite zerstért (je 3 Tropfen 0,5°%ige NaNO,-Lésung zu 5cem). Diese 
geringe Nitritmenge ergab mit dem Griesschen Reagens eine sehr intensive 
Rotfarbung, wie sie bei den nitrithaltigen Urinen nur selten so stark beob- 
achtet wurde. 

Zur weiteren Priifung dieser Methode wurde eine Histidinlésung nach 
A, B und C behandelt, ebenso nitritfreier, mit einer Histidinlésung ver- 
setzter Urin. Bei allen diesen Versuchen fiel die Histidinreaktion positiv 
aus, ein wesentlicher Unterschied in der Farbintensitat lieB sich nicht 
feststellen. 

Ferner wurde eine Histidinlésung (50 mg®,) mit Natriumnitrit versetzt 
(0,1 cem einer 0,5 °,igen Na N O,-Lésung auf 10 eem Histidinlésung; intensiv 
positive Griessche Reaktion) und nach A, Bund C verarbeitet. Alle Proben 
ergaben ein positives Resultat. Diese Beobachtungen am Modellversuch 
stehen im Gegensatz zu der Veréffentlichung von Kapeller-Adler (9), nach 
welcher der von verschiedenen Autoren beobachtete negative Ausfall der 
Histidinprobe bei sicherer Schwangerschaft durch die Nitritbildung bei 
Cystopyelitis bedingt sein soll, da die Nitrite die Knoopsche Reaktion 
hemmen sollen. Zur weiteren Aufklarung dieser Frage wurde auch noch 
nitritfreier Gravidenurin mit stark positiver Histidinreaktion nach A, 
B und C untersucht, alle Proben waren gleich intensiv positiv. Nach Zusatz 
von 0,1 cem 0,5 % NaN O,-Lésung zu 10 eem dieses Urins wurde eine intensiv 
rote Griessche Reaktion erhalten. Die weitere Verarbeitung erfolgte wieder 
nach A, Bund C. Auch hier fielen alle drei Proben gleich stark positiv aus. 
Wiederholungen dieser Versuche ergaben immer die gleichen Resultate. 
Die Angabe Kapeller-Adlers (9), daB die Anwesenheit von Nitriten den 
positiven Ausfall der Histidinreaktion stért, kann also nicht bestatigt 
werden. 

Weitere Paralleluntersuchungen mit den drei Methoden an histidin- 
positiven und -negativen, nitrit-positiven und -negativen Urinen ergaben 
immer iibereinstimmende Resultate. Gestiitzt auf diese Befunde wurde 
dann vom Nachweis der Nitrite abgesehen; alle Urine wurden nur noch 
nach der Methode B untersucht. 

Bei allen Untersuchungen wurden immer drei bis vier Parallelbestim- 


mungen vorgenommen. 
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Als positiv wurden nach der Vorschrift von Kapeller-Adler (9) alle rei 
violetten, rot- und blauvioletten Farbténe gewertet. Die negativen Probe: 
zeigten gelbe und. braune Farbténe mit sehr unterschiedlicher Intensitat JP | 
und Nuancierung. Die Ablesung geschah gegen den Himmel oder gege: 
eine entfernte weiBe Flache, bei Tageslicht oder bei Tageslichtlampe. Bi 
Bewertung gegen eine direkt hinter das Reagensglas gehaltene weiBe Flach; 
kamen mehr violette Farbt6éne zur Geltung, jedoch scheint diese Art de: 
Ablesung nicht einwandfrei. Bei diesen Untersuchungen wurden noc); 
folgende Beobachtungen gemacht: Bei positiven Ergebnissen betragt de: 
Verbrauch an Bromeisessig fiir 5cem Urin 0,3 bis 5,2 cem, bei negativen 

































Resultaten 0,4 bis 2,5cem. Eine Parallelitat zwischen der Intensitat des | 
Farbtones bei den positiven Ergebnissen und dem Verbrauch an Reagens | 
kann nicht festgestellt werden, ebensowenig ein Zusammenhang zwischen | 
Farbintensitat, Reagensverbrauch und spezifisehem Gewicht des Urins, 
wie Féldes und Kapeller-Adler (5) angeben. Beim Verfahren A ist de: | 
Verbrauch an Bromreagens um !/, bis !/, geringer als nach dem Verfahren B 

Untersuchungen iiber Unter- und Uberbromieren zeigen, daB ein | 


Mehr- bzw. Minderzusatz von 0,2 cem Bromreagens zur optimalen Meng: 
immer noch einen deutlich violetten Farbton ergibt. Bei Unterbromieren 











‘ 
tritt meist keine Farbanderung auf, bei Uberbromieren eine gelbbraune 
; oder orangebraune Farbe. | 
i Der Umschlag in Zitronengelb ist meist deutlich ohne Stérung . 
durch den Farbton des nativen Urins zu erkennen. Tritt er nicht ode: 
oo nur undeutlich ein, so ist die Endpunktbestimmung nur durch Tiipfeln aut 
& K J-Starke-Papier méglich. 
| Gewisse Urine, besonders solche mit positiver Gallenfarbstoffreaktion, | 
zeigten beim Bromzusatz anfangs eine intensive dunklere Farbung, die erst | 
: bei weiterer Bromzugabe in Zitronengelb umschlug. Ein Zusammenhany 
: des Farbumschlags mit dem Ausfall der Histidinreaktion war nicht fest 
zustellen. 
Versuche, dunkle Urine durch Tierkohle oder Bolus zu _ entfarben, 
ergaben keine einwandfreien Resultate. Bei histidin-positiven Urinen wai 
nach Kohlenzusatz im Filtrat wohl noch ein deutlich violetter Ton vorhanden. : 
jedoch wesentlich schwiacher als im unbehandelten Urin. 
Bei eiweiBreichen histidin-positiven Urinen wird nach dem Kochen ; 
oft eine leichte Violettfarbung auch des Niederschlags beobachtet. : 
Durch Prontosil oder andere medikamentése Farbstoffe gefarbt: . 
Urine kénnen nicht verwendet werden, da besonders der Prontosilfarbton 
jegliche Ablesung unmdéglich macht und den Endpunkt des Bromzusatze-~ 
ai weder durch Farbumschlag noch durch Tiipfeln erkennen laBt. 
H Die Empfindlichkeitsgrenze der Reaktion wurde bei etwa_ 1: 6250 
ek gefunden, d.h. in 5cem einer 16 mg®% igen Histidinlésung war eben noch | 
aN | eine leichte Violettfarbung erkennbar. Im Urin ist infolge der Verdeckung ‘ 
- fi der violetten Farbe durch die Eigenfarbe die Empfindlichkeit etwas geringer. | 
In der Literatur wird die Empfindlichkeit der Knoopschen Reaktion bei : 
| 


den reinen Histidinlésungen etwa 1: 10000 angegeben (Hunter, Dello Jojo). 

Modifikationen der Technik von Kapeller-Adler (9) wurden von Weiss, 
Féldes und Dello Jojo angegeben. Alle diese Methoden sind wesentlich kom 
plizierter als die Originalmethode und scheinen schon rein theoretisch keine 
Vorteile zu bieten. Sie wurden deshalb nicht weiter untersucht. Auch von 
Kapeller-Adler (10) werden diese Modifikationen abgelehnt. Féldes gibt in 
seiner Ver6dffentlichung an, da®B seine Histidinbestimmungsmethode it 
Modellversuchen mit reinen Histidinlésungen keine positiven Resultat: 
ergibt. 
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Uber die Brauchbarkeit der Kapeller-Adler-Reaktion zum Nachweis 
der Schwangerschaft sind schon zahlreiche Arbeiten ver6ffentlicht worden. 
In einer ihrer Arbeiten stellt Aapeller-Adler (9) die befiirwortenden und die 
ablehnenden Autoren zusammen (Befiirwortend: Alders, Chomet, Stern, 
Bodo, Valle; ablehnend: Brandsch, Heckensteden, Ohligmacher, Louros, 
Bolaffi, Roselli, Goezy). Alle diese Autoren haben nach der urspriinglichen 
Methode gearbeitet. Auf Grund der vielen negativen Ergebnisse hat Kapeller- 
Adler (9) die Arbeitsvorschrift abgeaindert, wie bereits im einleitenden Teil 
ausgefiihrt ist. 

In einer ihrer ersten Publikationen erwahnt Kapeller-Adler (2), daB die 
Histidinurie fiir die Graviditat nicht spezifisch ist. (Bei 17 nichtgraviden 
Frauen 1 positives Ergebnis, bei 11 Mannern fiinf positive Ergebnisse.) 
In den spateren Arbeiten erklart jedoch die Verfasserin die Histidinurie in 
der Graviditit als spezifisches Symptom. Weitere Arbeiten zu diesen 
Fragen sind von Dello Jojo, Vogelsang und Myrtvedt, Asitaka, Seidmannu. a. 
veroffentlicht worden. Alle diese Autoren kommen zum SchluB, daB die 
Histidinurie nicht spezifisch fiir die Graviditat ist, daB mit der Kapeller- 
Adler-Reaktion eine Graviditat weder sicher diagnostiziert noch aus- 
geschlossen werden kann. Ubereinstimmend finden die Autoren, da®B die 
Histidinurie fast immer in der Graviditaét vorkommt, jedoch auch bei 
Basedow, Uterus-Carcinom, im Wochenbett, bei Madchen in der Pubertit 
und bei gesunden Mannern und Frauen. Auf die einzelnen Befunde braucht 
wohl in Anbetracht der Resultate nicht naher eingegangen zu werden. 


Die mit anderen Methoden gewonnenen Untersuchungsergebnisse 
iiber das normale oder pathologische Vorkommen von Histidin im Urin 
sind bereits in der Einleitung erwahnt worden. 


Die Knoopsche Bromwasserreaktion zur Histidinbestimmung wurde 
bei folgenden Arbeiten verwendet : 

Norpoth hat bei Akromegalie, Cushingscher Krankheit und beginnender 
Dystrophia adiposogenitalis Histidinurie gefunden, nicht aber bei Simmonds- 
scher Kachexie. Er vermutet einen Zusammenhang zwischen Hypophysen- 
funktion und Histidinurie und erwahnt die Ansicht von Kapeller-Adler, 
da Prolan in der Graviditait wie auch sonst bei hypophysiren Stérungen 
die Funktion der Leberhistidase (Edlbacher und Mitarbeiter) hemmt, so 
daB es zur Ausscheidung des Histidins kommt. Auf die Zusammenhange 
zwischen Prolan, Leberhistidase und Histidinurie soll hier nicht naher ein- 
gegangen, sondern auf die Publikationen von Kapeller-Adler (7) (11) ver- 
wiesen werden. Schimmelpfeng, der mit der alten, erstpublizierten Methode 
von Kapeller-Adler (6) arbeitete, fand bei psychiatrischen Erkrankungen, 
besonders beim melancholischen Symptomkomplex haufig Histidinurie 
sowohl bei Mannern wie auch bei Frauen. Er nimmt bei dem melancholischen 
Symptomkomplex eine St6érung der Leberfunktion an, die er mit erhéhtem 
Serumbilirubin, vermehrter Urobilinogenausscheidung und oft vorhandenem 
Subikterus belegt. Auch bei den andern psychischen Erkrankungen mit 
Histidinausscheidung waren oft krankhafte organische Befunde vorhanden. 
Norpoth konnte bei Patienten, die eine Larostidinbehandhing durchmachten, 
oft aber nicht immer Histidin im Urin nachweisen. 


Die vorliegenden eigenen Beobachtungen sind am Krankengut 
der Basler medizinischen Universitatsklinik gewonnen. 


Es wurden 300 Patienten untersucht, 173 Manner und 127 Frauen. 
Das Alter der Untersuchten schwankte zwischen 16 und 93 Jahren. 
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Im ganzen wurden 669 Urinuntersuchungen vorgenommen, bei den 
Mannern 376, bei den Frauen 293. Zahlreiche Patienten wurden in 
regelmaBigen Abstaénden wiederholt untersucht, andere nur einmal. 
In den folgenden Aufstzllungen werden diejenigen Patienten als positiy 
bezeichnet, bei denen bei einmaliger Untersuchung oder bei wieder- 
holten Untersuchungen mindestens einmal Histidin im Urin sicher 
nachgewiesen werden konnte. Es ergibt sich folgende Gesamtiibersicht : 





Zahl der Patienten Zahl der Urinuntersuchungen 


oS mit mindestens ohne : 
Total einmal positivem Histi- t ? as Total 
Histidinnachweis dinurie 





Manner....... 173 54 119 || 153 13 | 210 376 
Frauen* ...... 127 31 96 7 5 | 214 293 
300 85 | 215 | 227 | 18 424 | 669 


* Darunter 7 Gravide. 


Im folgenden werden die Ergebnisse nach Krankheitsgruppen ge- 
ordnet angefiihrt und die einzeInen Resultate diskutiert. 


1. Gesunde. 








Zahl der | Zahil der Zahl der Untersuchungen 
Versuohe- mindestens, 
versouen /einmal positiven 3 as 
_ Patienten | a ? + 
Mannlich... 6 2 18 8 45 
Weiblich ... 2 1 11 2 1 


Bei der einen mannlichen Versuchsperson wurden an mehreren 
Tagen bei gleichbleibender gemischter Kost jeweils vor und nach den 
Mahlzeiten Histidinuntersuchungen vorgenommen. Dabei ergaben sich 
regellose wechselnde Resultate, indem das Maximum der Histidin- 
ausscheidung bald vor, bald nach der Nahrungsaufnahme zu finden 
war, ohne Zusammenhang mit der Tageszeit. Bei dieser gleichen 
Versuchsperson wurden im Laufe von 6 Monaten in wechselnden Ab- 
stinden Kontrolluntersuchungen vorgenommen, die im ganzen 13 
negative, 6 fragliche und 38 positive Histidinresultate ergaben. Irgend- 
ein Zusammenhang mit der Nahrungs- und Lebensweise konnte nicht 
gefunden werden. Diese Versuchsperson leidet an Heuschnupfen, die 
Untersuchungen fallen zum Teil in die Heuschnupfenzeit. Dabei war zu 
beobachten, daB wahrend der Verabreichung von Torantil — ein aus 
Darmschleimhaut gewonnenes Praparat, das histaminentgiftend wirkt 
(Ercklentz, Rigler) — die Histidinreaktion haufig negativ ausfiel bei 
gleichzeitiger sehr giinstiger Beeinflussung des Heuschnupfens. Jedoch 
wurden auch zu anderen Zeiten negative Resultate erhalten. Auf die 
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Frage eines méglichen Zusammenhangs der Histidinausscheidung mit 
allergischen Krankheiten wird spater noch eingegangen werden. 

Die andere gesunde miannliche Versuchsperson, bei der keine 
Zeichen einer allergischen Krankheit vorhanden sind, wies bei acht 
Untersuchungen siebenmal einen positiven Histidinnachweis auf. 

Bei der einen gesunden weiblichen Versuchsperson wurde achtmal 
ein negativer und viermal ein positiver Histidinnachweis gefunden. 
Ein Zusammenhang zwischen Histidinausscheidung und Menstruation 
war nicht festzustellen. Bei der anderen weiblichen Versuchsperson 
fielen alle Untersuchungen negativ aus. 

Bei gesunden mannlichen und weiblichen Erwachsenen ist also 
zum Teil regelmaBig, zum Teil nur zeitweise die Histidinreaktion im 
Urin positiv. 

2. Graviditit. 

Im ganzen wurde der Urin von sieben Graviden im zweiten bis 
neunten Monat untersucht. Bei drei Patientinnen verlief die Graviditit 
komplikationslos, der Histidinnachweis fiel regelmaBig stark positiv 
aus. Ebenfalls stark positive Resultate wurden bei einer Graviditit 
mit gleichzeitiger cavernéser Lungentuberkulose und bei einer Schwan- 
gerschaft mit gleichzeitigem Icterus catarrhalis gefunden. Bei einer im 
neunten Monat graviden Patientin mit gleichzeitiger offener Lungen- 
tuberkulose fielen zwei Untersuchungen positiv, zwei negativ aus. 
Bei einer Graviditat im vierten Monat, kompliziert mit einer myeloischen 
Leukimie, die spiater in eine aleukamische Myeloblastenleukimie 
umschlug, fielen die Untersuchungen wiederholt stark positiv aus. 
Nach Unterbrechung der Graviditat durch die Operation nach Sellheim 
war der Histidinnachweis noch 20 Tage nach der Operation positiv, 
wurde aber dann bei allen spiteren Untersuchungen negativ. 





Zahl der Untersuchungen 


Zahl 
der Patienten 





1 


Unkomplizierte Graviditét............ 
Graviditat + Tbe. pulm.............. 
” 7 Se ye tpael nee palieece 

" + Icterus catarrhalis....... 

” + myeloische Leukamie.... 
nach Unterbrechung.............. 5 


fo DO We DO 


Bei den nun folgenden Aufstellungen ist die Zahl der Einzelunter- 
suchungen absichtlich nicht angegeben, da sie die Ubersichtlichkeit 
nur stoéren wiirde. Nur ein ausfiihrliches Protokoll jedes einzelnen 
Patienten kann den Wechsel der positiven und negativen Reaktionen 
klar darlegen. Es wird deshalb in einer zweiten Zahlenreihe die Zahl der 
Patienten, die bei einmaliger oder bei mehrmaliger Untersuchung 
mindestens einmal einen positiven Histidinnachweis boten, angefiihrt. 
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3. Erkrankungen der Kreislauforgane. 





Zahl der mindestens 
Zahl der Patienten einmal positiven 
Patienten 





miinnlich weiblich miinnlich weiblich 


POPENTINIIOE 6S ok Se che at ee 10 9 — 
Kompensierte Vitien ................ 3 3 —_ — 
Rhythmusstérungen .........-....0.- 1 — 1 _ 
RE PIN sing So a 5 9:4, come b Robin a dceine ace 3 3 l = 
BRE WOCCOTE B55 ok i ee sk rs a aa — —_ 
NON 5 ics x xs ale sie wis Sw aces — l — -- 
Phlebitis und Varicosis.,............ 3 — ] _ 
Arteriosklerose........... Hyp ee epee ewe 5 _ — — 
Concretio: POPPE 16066. io ae 1 - —_— — 

28 16 5 — 


Unter den Patienten mit Herzinsuffizienz fanden sich viele Faille 
mit schwerer allgemeiner Stauung, insbesondere mit Stauungsleber. 
Ein Zusammenhang der Histidinreaktion mit der Schwere der Kreislauf- 
stérung und mit der Lokalisation der Stauung lieB sich nicht feststellen. 

Bei den Hypertoniefillen bestanden keine Beziehungen zwischen 
Histidinreaktion und der Héhe des Blutdrucks. 


4. Erkrankungen der Atmungsorgane. 





Fi 
Zahl der mindestens 
Zahl der Patienten einmal positiven 
Patienten 





minnlich | weiblich miinnlich weiblich 


roniahities. 43535 owe ste cee ee 3 _ 1 _ 
Eosinophiles Lungeninfiltrat.......... l — 1 ~_- 
Lungenaktinomykose .............. - eS Dae — ~ 
Ee oc crete neice ue ee a 1 — — 
Fc garni, ¢ ped AOC Ee IE oes Oe — 2 — _- 
Pleuritis exsudativa.........60.0.00. 7 I 3 1 
Bronchial-Carcinom ...... ck es apiasiss 2 2 l — 
Fragliches Bronchial-Carcinom........ —_ 2 -— ] 
Asthma bronchiale ..............6.6 8 4 2 2 
Krupése Pneumonie................. 2 2 I _— 
Bronchopneumonie .................- 2 _ — — 
Geschlossene Lungentuberkulose ...... 3 | 1 1 
Offene Lungentuberkulose............ 12 2 2 1 
Miliare Lungentuberkulose ......... se 2 2 — — 
Bronchialdriisentuberkulose .......... os 1 — _ 

43 20 12 6 


Bei zwei Fallen exsudativer Pleuritis wurde nach dem Riickgang 
der akuten Erscheinungen, Abfall des Fiebers, Resorption des Exsudats, 
die vorher positive Histidinreaktion negativ; bei den anderen Fallen 
war sie dauernd negativ. Ein Zusammenhang zwischen Exsudat- 
bildung, Exsudatresorption und Histidinurie liegt also nicht deutlich 
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vor. Nach den bereits angefiihrten Untersuchungen von Loeper ware 
er jedoch nicht auszuschlieBen. 

Eingehender wurden die Patienten mit Asthma bronchiale unter- 
sucht. Pindsch und Bloch haben gezeigi, daB durch Injektionen von 
Histidin eine Anreicherung von Histamin in den Lungen stattfindet. 
Es wurden deshalb Beziehungen zwischen der Anfallsbereitschaft und 
der Histidinurie vermutet. Diese Vermutung konnte durch die Unter- 
suchungen weder bestatigt noch widerlegt werden. Der Ausfall der 
Histidinreaktion stand in keinem eindeutigen Zusammenhang weder 
mit der Schwere und Haufigkeit der asthmatischen Anfalle noch mit 
der Zahl der Eosinophilen im Blute, die zwischen 4 und 44 %, schwankte. 

Bei den Fallen mit Lungentuberkulose konnte keine Parallelitat 
zwischen Schwere der Erkrankung, Gewebszerfall, Fieber, Art des 
pathologisch-anatomischen Prozesses usw. beobachtet werden. Diese 
Untersuchungsergebnisse decken sich nicht mit den Angaben von 
Reinwein und Thielmann, die besonders bei schweren destruktiven 
Lungenprozessen eine vermehrte Histidinausscheidung gefunden haben. 

Uber die Histidinausscheidung bei anderen tuberkulésen Er- 
krankungen soll spater zusammenfassend berichtet werden. 


5. Erkrankungen der Verdauungsorgane. 





Zahl der mindestens 
Zahl der Patienten einmal positiven 
Patienten 


miinnlich | weiblich miinnlich weiblich 


Magen- und Duodenaluleus........... 8 3 3 1 
Magen- und Duodenalulcus mit Laro- 

stidinbehandiung .............c00. 7 4 5 1 
Gastritis GNacids 00.6 oe eck es ] - 
Gastritis hyperacida ................. 1 1 ~ 
Gastroenteritis acuta.............0.6+ 1 . — 
Ee hace ees fare co akc aaa bak 3 _- 
CNS » Beara ana ic Ree are RP eee are 3 1 ] l 
NS Ni Nelo tins Spa Sa een k OS viene 2 3 l — 
RPE INMRIOONY: 5555 oso 3 0 Wie eh ae er ken ed 2 1 
Oesophagus-Carcinom ................ 1 ~ “ 
Magen-Carcinom . ...... 5c c cca cceces 4 3 2 
Bimmors-Oaromom 5... 6... ce ek. . 1 - 1 
RUMOUUMESOMECANOMD coc ce akc cette. 1 1 _ 
SROUOM MNPNOEE Foe Ses 8a 2 3 2 
POON F987. jay evince 6 py 8 4a wie « 7 2 4 
Fragliche Lebercirrhose .............. 1 1 — 
PiOEUMEOMOMN so. oc ci iis ieee ce 1 1 1 1 
Cholecystitis, Cholelithiasis, Cholangitis 2 6 — 1 
NN OS CED TERE PEE OE 2 l 
Pankreas-Carcinom .............++06: 2 
MINN Son eae be ie ties 1 : 
Appendicitis chron................+6- -- I 1 
Gastroenteroptoge © ..5 6s iia eine — 1 ae 
SURES WROMIINEIN sc ccc es ne ceeeee 1 
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Bei den Patienten mit Magen- und Duodenalgeschwiiren konnte 
kein Zusammenhang zwischen den klinischen Erscheinungen, Héhe der 
Magensaftwerte, Réntgenbefund, Entleerungsfunktion des Magens usw 
und dem Ausfall der Histidinprobe gefunden werden. 

Eingehender wurden diejenigen Geschwiirspatienten untersucht, die 
die in der Literatur von Aron, Bauke, Korbsch, Winkler u. a. empfohlene 
Behandlung mit Larostidin erhielten. Die Patienten erhielten taglich 
5 ccm Larostidin, d. h. 5 cem einer 4°, igen Lésung von Histidin intra- 
muskular injiziert (0,2 1-Histidinmonochlorid). Untersuchungen iiber 
die Histidinausscheidung nach Larostidininjektionen liegen unseres 
Wissens bisher nicht vor. 

Bei fiinf Patienten konnte nach den Larostidininjektionen weder 
in den 3, 6 und 9 Stunden nach der Injektion gelésten Urinportionen 
noch im 24 Stunden-Sammelurin Histidin nachgewiesen werden. Bei 
vier Patienten war vor Beginn der Larostidinkur kein Histidin im Urin 
nachweisbar, der Nachweis wurde positiv jeweils nach der dritten, der 
sechsten und zweimal nach der siebenten Injektion. Bei einem Patient 
war die Histidinprobe wahrend der Behandlung negativ, sie wurde 
positiv nach ihrem AbschluB, d.h. nach 21 Injektionen und war am 
16. Tage nach der letzten Injektion immer noch positiv, wahrend sie 
in einem anderen Falle am sechsten Tage nach AbschluB der Behandlung 
wieder negativ war. Bei den meisten Patienten wurde der Urin 3, 6 und 
9 Stunden nach der Injektion untersucht. Bei den Fallen mit Histidin- 
urie trat meist nach 6 Stunden, bisweilen auch nach 3 Stunden eine 
positive Reaktion auf, oft waren alle Proben einschlieBlich des Sammel.- 
urins positiv, oft nur ein oder zwei Proben, diese manchmal nur schwach, 
so daB der Nachweis im Sammelurin nicht mehr méglich war. Ein 
Zusammenhang der Histidinausscheidung mit der klinischen Besserung 
der Beschwerden konnte im Laufe der Larostidinkur nicht festgestellt 
werden. Sowohl mit als auch ohne Histidinurie wurden giinstige 
Wirkungen wie auch Versager der Histidinbehandlung beobachtet. 
Alle Patienten standen unter gleichen Kostbedingungen. Von einer 
Absattigung des Organismus mit Histidin und einer daraus sich er- 
gebenden Ausscheidung des Uberschusses kann also nach den vor- 
liegenden Untersuchungsergebnissen nicht gesprochen werden. Quanti- 
tative Bilanzversuche mit oraler und parenteraler Histidinzufuhr 
kénnen hier weiter Klérung schaffen. Sie sind aber zur Zeit methodisch 
noch nicht einwandfrei durchfiihrbar. 

Eine relativ groBe Zahl von positiven Ergebnissen wurde bei den 
Erkrankungen der Leber beobachtet. Eine Parallelitaét der Histidin- 
ausscheidung mit der Héhe des Serumbilirubins, dem Ausfall der 
Takata-Reaktion und der Galaktoseprobe wurde nicht gefunden. Weder 
bei allen anderen Erkrankungen noch bei dieser Krankheitsgruppe 
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fand sich eine Beziehung zwischen Histidinurie und Urobilinogenurie. 
Diese Beobachtung hat bereits Schimmelpfeng veroffentlicht. Ofters 
fielen wiederholte Untersuchungen beim gleichen Patienten bald positiv 
bald negativ aus. Wenn auch diese Untersuchungen kein eindeutiges 
Resultat ergeben haben, so lassen sie doch immerhin den SchluB zu, 
daB bei einer gestérten Leberfunktion haufig Histidinurie vorkommt. 
Dieses Ergebnis bestatigt die bereits in der Literatur niedergelegten 
Angaben von Kauffmann und Mislowitzer und von Fiirth und Majer. 
Diagnostische oder gar differentialdiagnostische Schliisse kénnen aus 
dem Vorliegen oder dem Fehlen der Histidinurie nicht gezogen 
werden. 


Welcher Art diese Leberfunktionsstérungen sind, kann nicht 
gesagt werden. Die Stoffwechselfunktionen der Leber sind bekanntlich 
sehr mannigfaltig. Am ehesten scheint es sich um eine Stérung in dem 
Desamidierungssystem der Leberhistidase zu handeln (Edlbacher). Das 
Vorkommen der Histidinurie bei Gesunden kann méglicherweise durch 
quantitative Wirkungsunterschiede dieses Ferments erklart werden. 
Bei Anfall groBer Histidinmengen im Stoffwechsel kann vermutungs- 
weise die Menge oder die Wirkungsstarke der Histidase nicht mehr aus- 
reichen, so daB es zur Histidinausscheidung im Urin kommt. 


6. Stoffwechselerkrankungen. 





Zahl der mindestens 
Zahl der Patienten einmal positiven 
Patienten 


‘mannlich weiblich | mannlich weiblich 


Pm ObOs MONIGUS. . 65.0 6. kc ce coe 5 5 3 — 
CO ET, eee Oe ETT CPOE — 1 — — 
Acetonamisches Erbrechen ........... — 1 — 1 


Histidinausscheidung, Blutzucker, Glykosurie und Ketonurie 
standen bei den Diabetikern in keiner Beziehung zueinander. 


7. Erkrankungen der inneren Sekretion. 





| Zahl der mindestens 
Zahl der Patienten einmal positiven 
Patienten 


minnlich weiblich | minnlich  weiblich 


EP ER IOONG a5 v5.2 23% i eric s cen cesd's 4 - 3 
MIS ins ov Rais oh gic beeen anes 1 _ _ -- 


Bei der einen Patientin mit Hyperthyreose wurde ein Zusammen- 
hang der Histidinausscheidung mit der Héhe des Grundumsatzes 
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beobachtet. Die anfangs vorhandene Histidinausscheidung verschwand 


bei der medikamentésen Senkung des Grundumsatzes. Bei den zwei 
anderen Patienten war dies nicht der Fall. 


8. Blutkrankheiten. 





Zahl der mindestens 
Zahl der Patienten einmal positiven 
Patienten 





minnlich | weiblich || minnlich | weiblich 
| 
PORUDIOIOND AMBION 6545 cace sce sees 1 
Achlorhydrische Anamie............. — 
Sekundare Blutungsanamie........... -- 
Hamolytischer Ikterus............... _ 
Myeloische Leukaémie ................ 
(ein weiterer Fall unter Graviditat) 
Aleukémische Myelose............... oa -- — 
Lymphatische Leukamie............. — 
Lymphogranulomatose............... 1 
LIPO ROUAEROME 3. 6635S 5 OS A 1 {oo “= 
1 


1 1 
1 


— | 1 
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ce 
| | 


RE i iiincd ainndnauadinas PRES 
CRN 05.3 5 Walece dpe dS be Hia06 Kies 
“nro? these eee aad 
PONMYMOPDMNS s6..65i25 5 kaw RSA 1 — — [| o— 


5 13 2 4 


| 
| 


Irgendwelche Zusammenhange der Histidinausscheidung mit den 
gesamten klinischen Befunden oder mit den einzelnen Blutbefunden 
(Hamoglobin, Zahl der Erythrocyten und Leukocyten, Differential- 
blutbild usw.) konnten nicht beobachtet werden. 


9. Erkrankungen des Urogenitalsystems. 





Zahl der mindestens 
Zahl der Patienten einmal positiven 
Patienten 





miinnlich | weiblich | mannlich | weiblich 


NE ee ssc ashacun _ 3 
Chronische Nephritis ................ 3 1 
Cystenniere mit Urimie ............. — 1 — — 
Oe 8S as oss ewes heb eas — 1 
REV PRCMNMNIOIA G5 5 OTS 2 — — icone 
SRAMONNIIUOUE «e055 o 5s cases 'a ceases 1 — — ~~ 
PROStATA-COPGINOM. ... 6. osc eens ove 2 1 — 
MIGORONVCMROUIIODE 055 vb. os oc cba twcvs oa 





CA nt ESTA Te SABE 


feed eed bed Ped eee PP eed 


gt ad ell ed ed tee ed de eed LS Ped 


and 


LWwel 


ns 


ich 


len 
len 
ial - 


ns 


sh 














Untersuchungen iiber die Histidinausscheidung im Harn. 219 


Zusammenhange der Histidinausscheidung mit der Albuminurie, 
der Erhéhung des Blutharnstoffs und Blutrest-N, und der Nieren- 
funktion konnten nicht beobachtet werden. 


10. Erkrankungen des Skelettsystems, der Muskeln, der Haut. 





Zahl der mindestens 
Zahl der Patienten einmal positiven 
Patienten 
‘minnlich weiblich minnlich  weiblich 


PORVOPUDTION BOUGR oo cece ise vcascs 4 _ 1 — 
Arthrosis deformans ................. 1 — — — 
SOB a vid iis cee wh heeds He -— 1 — — 
TRV PROGR ONOB Ss o.65 5 ois asin csc ciwtccecns 1 — — — 
Muskelrheumatismus................. 3 1 — — 
Erythema nodosum ................. — 2 -— 1 
CI pia cS EA Gh Wee REALE ODS cheweh 2 1 2 i 
RIE cc steaks 5 Sia curh vials Ceasers ow Ke 1 o -- — 

12 5 3 2 


Bei zwei von drei Patienten mit Urticaria war ein deutlicher Zu- 
sammenhang zwischen Histidinausscheidung und Krankheitsbild zu 
finden. Die wahrend der Eruption vorhandene positive Histidinprobe 
wurde nach Abklingen des Ausschlages negativ. 


11. Krankheiten des Nervensystems. 





Zahl der mindestens 


Zahl der Patienten einmal positiven 
Patienten 





mannilich | 


weiblich minnlich  weiblich 


PRUTEDIO PININND: 6 0. o 5 8s cece sence 


3 _ 1 — 
ho ec iran oreo ap ae 1 = 1 = 
Progressive Paralyse ................ 1 —_ _ — 
yee 2 — 1 -~ 
Meningitis serosa .................... — 1 — — 
Fragliche Pachymeningitis ........... 1 — — — 
Tumor der Hypophysengegend ....... 1 — — — 
Riickenmarkstumor.................. 1 —_ —_ ns 
Eg Gackt priadink Gwe wk ad 6 514% oie A 3 — _ 
Polyneuritis aethylica................ 1 — -- -- 
Delirium tremens ................... 1 — —_ _— 
INOUNORRIOUNO oie ak 5564 Bid ove dod’ 2 1 — _ 
Vegetative Labilitét ................. 2 1 2 -— 

19 3 5 _ 


Ein Zusammenhang zwischen der Histidinausscheidung und den 
klinischen Befunden konnte nicht gefunden werden. 
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Gesamtiibersicht. 





Zahl der mindestens 
Zahl der Patienten einmal positiven 
Gesamtiibersicht Patienten 


miinnlich | weiblich | Total | minnlich weiblich | Total 


| 


LAME 55s os sn 6 2 8 2 1 3 
2. GraviditSt........... -- 7 7 _ 7 7 
3. Kreislauforgane ..... 28 16 44 5 — 5 
4. Atmungsorgane...... 43 20 63 12 6 18 

5. Verdauungsorgane ... 46 38 84 21 7 2 
6. Stoffwechsel......... 5 7 12 Bes 1 4 
7. Innere Sekretion .... 1 4 5 3 3 
Ce See hii 5 13 18 ee 4 6 
9. Urogenitalorgane .. .. 8 12 20 : Sie Pees 1 
10. Skelettsystem ....... 12 5 17 3 2 5 
11. Nervensystem....... 19 i 22 5 — 5 
173 127 300 54 51 85 


Zu den Untersuchungen sind noch folgende alle Krankheitsgruppen 
betreffende allgemeine Beobachtungen anzufiihren: 


Ein Einflu8 der Ernahrung auf die Histidinausscheidung lie sich 
nicht finden, im Gegensatz zu den Befunden von Kapeller- Adler (8), 
die bei Graviden mit betont eiweiBreicher Kost eine vermehrte Histidin- 
ausscheidung feststellte. Positiver und negativer Histidinnachweis 
fand sich etwa gleich haufig bei Patienten mit vegetarischer Kost und 
mit voller gemischter Kost. Betont fleischreiche Kost wurde nur selten 
verabreicht. Es wurde auch keine Beziehung zwischen der Histidinurie 
und der Kérpertemperatur beobachtet, weder bei Patienten mit hoch- 
fieberhaften Krankheiten, die wahrend der Fieberperiode und nachher 
untersucht wurden, noch bei den Patienten mit kiinstlichem thera- 
peutischen Fieber (Malaria, Pyrifer). 

Réntgenbestrahlungen bei bésartigen Geschwiilsten, beim Bron- 
chialasthma usw. zeigten keinen Einflu8 auf die Histidinurie. 


Uber das Wesen der Histidinurie kénnen vorerst nur Vermutungen 
ausgesprochen werden. Kapeller-Adler (11) hat angenommen, daB der 
Prolaniiberschu8 in der Graviditat die Leberhistidase in ihrer Funktion 
hemmt, so da der normale fermentative Histidinabbau nicht statt- 
finden kann und es zu einer Ausscheidung des Histidins im Urin kommt. 
In diesem Zusammenhang macht Kapeller- Adler (7) (11) auch Angaben 
iiber die Histidasewerte von menschlichen Gravidenlebern. Diese sind 
in der Tat auffallend niedrig, so daB eine Ubereinstimmung mit der 
Theorie besteht, denn die Histidase wird durch Prolan gehemmt. Wir 




































~ 


— ew 1, 


— ~~ 


Poa) Foy feed ll 





en 


‘ie 


on 


mn 
t- 
it. 
on 
id 
er 














Untersuchungen iiber die Histidinausscheidung im Harn. 221 


haben nun eine gréBere Zahl von menschlichen Lebern in ganz frischem 
Zustande auf Histidase gepriift, fanden dabei aber, das alle Lebern, 
einerlei ob mannlich oder weiblich, eine viel geringere Aktivitaét auf- 
wiesen als tierische Lebern. Dies spricht dafiir, daB im allgemeinen der 
Mensch zur Histidinurie neigen diirfte, entkraftet aber zunachst die 
Argumentation beziiglich der Prolanwirkung. (Diese Versuche sollen 
an anderer Stelle veréffentlicht werden). Anderseits haben Hdlbacher 
und v. Segesser, Holtz und Mitarbeiter und Abderhalden Beziehungen 
zwischen Histidinabbau und Ascorbinséure gefunden. Deshalb wurden 
im Laufe dieser Arbeit auch Untersuchungen in dieser Richtung aus- 
gefiihrt. Sie haben jedoch kein verwertbares Resultat ergeben. Die 
Vermutung, daB durch einen Ascorbinsiuremangel im Organismus, 
z. B. in der Schwangerschaft, ein pathologischer Abbau des Histidins 
zustande kommt, konnte bei langdauernden Bilanzversuchen an ver- 
schiedenen Patienten und an Gesunden nicht bestatigt werden. 

Bei gewebseinschmelzenden Prozessen, wie Tuberkulose und Krebs, 
wurde von einigen Autoren eine vermehrte Histidinausscheidung im 
Urin gefunden (Reinwein und Thielmann, Loeper), waihrend andere 
Autoren (Kauffmann und Engel) zu entgegengesetzten Ergebnissen 
gelangten. 

Das vorliegende Untersuchungsmaterial wurde auch noch nach 
diesem Gesichtspunkt geordnet. Wie aus der Zusammenstellung hervor 
geht, konnte weder bei den Tuberkulose- noch bei den Krebserkran- 
kungen irgendein Zusammenhang der Histidinurie mit den verschiedenen 
klinischen Befunden, wie Allgemeinbefinden, Kachexie, Andamie, 
Qualitaét der tuberkulésen Prozesse, Sitz und Art der Primartumoren 
und der Metastasen beobachtet werden. Einzig bei den Lebermetastasen, 
die bereits einen betrachtlichen Teil der Leber zerstért haben, findet 
sich 6fters Histidinurie. 





Zahl der mindestens 
Zahl der Patienten einmal positiven 
Patienten 


| mannlich weiblich | mannlich weiblich 


Geschlossene Lungentuberkulose ...... 3 1 1 1 
Offene Lungentuberkulose ........... 12 2 2 1 
Miliartuborkulose oo. Oe ee 2 2 — ae 
Bronchialdriisentuberkulose........... — 1 — — 
RIND RIN oak 60k eke ies Beales — 1 — — 
SERINE CDG in oso ois vn keivhss sanenes — 1 a 
UREN WON 6 is. winnie oes Kass 0°95 28 - 1 - — 

17 9 3 2 
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Zahl der mindestens 





Zahl der Patienten einmal positiven 
Patienten 
mannilich weiblich méannlich weiblich 

Tumor der Hypophysengegend ....... 1 — ~ — 
Riickenmarkstumor.................. 1 _ — ~ 
LigOOREROE 65.5 654 5655.5:54 5555 3 sje bs 1 — — _ 
SS eer eer eee 2 - — — 
IIR cin ts ue'sccicis estes 1 -- —~ -— 
Oesophagus-Carcinom ................ 1 a o — 
I on sonic bb cis ova wane et aes 4 3 2 -- 
ee — 1 ne 1 
Peeceuie-Cemennomns . ke es 1 1 _ _ 
Bronchial-Carcinom.................. 2 2 1 oo 
SFE OEE PN TCL OD 1 1 1 ] 
Pankreas-Carcinom .................. — 2 a _ 
Prostata-Carcinom................00.. 2 — ~~ 
COR OM 5 5c ia sine web vies vee — 1 — 
Se ee CE ees Pre eee — 1 _ = 
Mamma-Carcinom ...:......:........ — 3 — -- 

17 15 5 2 


Bei der Gruppe der allergischen Erkrankungen scheint ein Zu- 
sammenhang zwischen Krankheitsgeschehen und Histidinurie vor- 


handen zu sein. 





Zahl der mindestens 
Zahl der Patienten einmal positiven 





Patienten 
mannlich weiblich miéannlich weiblich 
Heuschnupfen, sonst gesund.......... 1 = 1 _ 
SOON 55 KS aa nibtcd diene ¢ shee vo Zh 2 ae | 2 1 
Asthma bronchiale ...............+.: 8 4 2 2 
Eosinophiles Lungeninfiltrat.......... 1 -- 1 ite 
COUR WINN BS ie hac eae 2 3 1 = 
MM shag 7 pee 
22 10 


Bei der sonst gesunden mannlichen Versuchsperson mit Heu- 
schnupfen bestand, wie bereits vorstehend erértert wurde, ein gewisser 
Zusammenhang der Histidinausscheidung mit der Einnahme des 


histaminentgiftenden Mittels Torantil. 


Ein deutlicher Zusammenhang war bei den drei Patienten mit 
Urticaria zu beobachten: Wahrend der Eruption war die Histidin- 
reaktion positiv, nach Abklingen der urticariellen Hautveranderungen 
wurde sie negativ. 
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Bei den Patienten mit Asthma bronchiale war dagegen keine 
deutliche Beziehung zwischen der Histidinurie und der Anfallsbereit- 
schaft, der Schwere der Anfille, der Bluteosinophilie zu beobachten. 

Die Untersuchungen der Patienten mit Colitis mucosa verschiedener 
klinischer Schwere ergaben keinen Zusammenhang zwischen Histidin- 
ausscheidung und den klinischen Befunden. 

Diese Untersuchungsergebnisse lassen einen gewissen, zur Zeit 
noch undurchsichtigen Zusammenhang zwischen Histidinausscheidung 
im Urin und allergischen Krankheiten vermuten. Es ist vor allem an 
die Zusammenhange Histidin—Histamin und Histidase —Histaminase 
zu denken, Probleme, die gegenwartig die physiologische Chemie be- 
schaftigen (Edlbacher, Neber, Pindsch und Bloch, Holtz und Mitarbeiter, 
Werle und Mitarbeiter). Das normale Vorkommen von Histamin im 
Blute und seine Speicherung in gewissen Organen, wie Lungen, Darm 
und Leber, ist nach den heutigen Kenntnissen erwiesen. Ebenso darf 
die Histaminbildung aus Histidin als gesichert angenommen werden, 
wenn auch die Einzelheiten dieser Umwandiungen noch nicht vollstandig 
geklart sind (Holtz). Pindsch und Bloch haben nachgewiesen, daB nach 
Histidininjektionen der Histamingehalt der Lungen ansteigt. Wahr- 
scheinlich ist bei der Histaminbildung die von Werle gefundene Histidin- 
decarboxylase beteiligt. 

Nach den neuen Forschungsergebnissen wird angenommen, dab 
das Lichterythem durch die Kapillarwirkung des Histamins entsteht, 
das durch die Einwirkung der ultravioletten Strahlen auf das Histidin 
gebildet wird. 

Sowohl beim Asthma bronchiale, einer typischen allergischen 
Krankheit, wie auch nach Histamininjektionen finden sich Krampfe 
der Bronchialmuskulatur. Histaminbehandlung ist zur Desensibili- 
sierung bei Asthma bronchiale empfohlen worden (Dzsinisch und Paul). 
Urticaria entsteht durch Einwirkung zahlreicher Allergene und nach 
Histamininjektionen. Es scheinen also hier gewisse Beriihrungspunkte 
zwischen den allergischen Krankheiten und dem Histidin-Histamin- 
stoffwechsel vorzuliegen. 

Nach diesen Befunden kénnen folgende Beziehungen vermutet 
werden : 

Unter normalen Bedingungen besteht zwischen der Histaminbildung 
aus Histidin und dem weiteren Abbau des Histamins ein Gleichgewichts- 
zustand, der die fiir den Organismus schadlichen Histaminwirkungen 
verhiitet (Edlbacher). Allergische und wohl auch noch andere bisher 
unbekannte Prozesse stéren das Gleichgewicht. Dadurch treten die 
allergischen Erscheinungen auf, die eine Ahnlichkeit mit den Histamin- 
wirkungen haben (Bronchialmuskelkrampf, Urticaria, Kapillarerweite- 
rung mit erhéhter Kapillardurchlassigkeit). Durch eine St6rung im 
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Histidinabbau kann z. B. der Histamingehalt der Lungen ansteiger 
es kommt zu Krampfen der Bronchialmuskeln. Mangelnde Histaminase 
wirkung ruft auch einen Anstieg des Lungenhistamingehalts hervor, 
gegebenenfalls treten diese beiden Prozesse gemeinsam auf. Durc) 
das Fehlen der Histaminase im Lungengewebe wird die Vermehrung 
des Lungenhistamingehalts noch begiinstigt. Diese vermuteten Stoff- 
wechselstérungen kénnen aber bereits beim Histidinabbau und -umbau 
eingreifen, so da es zu vermehrter Histidinausscheidung kommt. 

Es kénnen auch Beziehungen zwischen krankhaften Ablaufen in 
den Fermentsystemen der Histidase und Histaminase und der Histidin- 
urie und den allergischen Krankheiten vermutet werden. 

Die bei Gesunden beobachtete Histidinurie beruht méglicherweise 
in quantitativen Wirkungsverschiebungen noch unbekannter Art in 
den Auf- und Abbauprozessen der Imidazolkérper und in den Ferment- 
prozessen. Es soll nochmals betont werden, daB diese AuBerungen bisher 
rein hypothetischer Natur sind. 


Zusammenfassung. 


Die bisher in der Literatur niedergelegten Untersuchungen iiber das 
Vorkommen von Histidin im Urin unter normalen und pathologischen 
Verhaltnissen werden zusammengestellt. 

Die Histidinbestimmungsmethoden werden kurz diskutiert. Die 
Methodik des Histidinnachweises tm Urin mit der Knoopschen Brom- 
wasserreaktion wird eingehend geschildert. 

Es wird iiber Histidinuntersuchungen bei 300 Patienten berichtet. 
Histidinurie kommt bei gesunden Mannern und Frauen vor, ferner bei 
den verschiedensten Krankheiten. Besonders haufig ist die Histidin- 
ausscheidung bei Erkrankungen der Leber und bei allergischen Krank- 
heiten. Bei allen anderen Krankheiten kommt Histidinurie in wechseln- 
der Haufigkeit vor. Irgendwelche Beziehungen zwischen der Histidin- 
urie und den verschiedenen pathologisch-anatomischen und pathologisch- 
physiologischen Prozessen konnten nicht beobachtet werden. 

Nach den heutigen Kenntnissen kann die Histidinurie weder 
diagnostisch noch differentialdiagnostisch verwertet werden. 

Die Histidinurie ist also nicht ausschlieBlich, wie Kapeller-Adlei 
berichtet hat, fiir die Graviditat spezifisch. Sie kommt aber fast regel- 
maBig in der Graviditat vor. Hine Graviditat kann jedoch mit dem 
Histidinnachweis weder sicher diagnostiziert noch sicher ausgeschlossen 
werden. 

Die Physiologie und Pathologie der Histidinausscheidung im Urin 
ist noch ungeklart. Es scheinen keine Beziehungen mit der Ernahrungs- 
weise zu bestehen. Das gehaufte Vorkommen der Histidinurie bei 
Leberkrankheiten und bei allergischen Diathesen deutet auf die Funk- 
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tion der Leberhistidase und auf Zusammenhange zwischen Histidin 
und Histamin und Histidase und Histaminase hin. Klarung dieser 
Fragen ist vor allem von der fermentchemischen Forschung zu erwarten. 

Die Untersuchungen werden fortgesetzt, namentlich soll versucht 
werden, durch Histidinbelastungsversuche die verschiedenen Krankheits- 
bilder zu charakterisieren. 
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Begleitkérpereinflub auf die lipatische Esterspaltung 
und die Willstittersche Coadsorptionstheorie. 
Von 
Karl Krihling und Hans H. Weber. 
(Aus dem Physiol.-chemischen Institut der Universitat Miinster i. W.) 
(Eingegangen am 15, Juli 1938.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


I. 

Bereits in der ersten Mitteilung! seiner klassischen Untersuchungen 
iiber Pankreasfermente hat Willstdtter darauf aufmerksam gemacht, 
da®B die Wirkung keines anderen Ferments ahnlich vielfaltig und stark 
vom Milieu abhangt, wie die Aktivitat der Pankreaslipase. Es liegt 
nahe, diese Sonderstellung damit in Zusammenhang zu bringen, dai’ 
diese Wirkung in einem zweiphasigen System stattfindet, in dessen 
wasseriger Phase das Ferment gelést ist, wihrend das Substrat durch 
die Fettphase dargestellt wird. Ein solcher Zusammenhang ist hergestellt 
in der Emulsions- und in der Adsorptionstheorie pankreaslipatischer 
Fettspaltung. Gegen die Emulsionstheorie! hat Willstdtter eingewendet, 
die dauerhafte Emulgierung von Triolein-Wassermischungen durch 
Albumin setze die Spaltbarkeit herab, albuminfreie Systeme ent- 
mischten , sich sofort wieder, aber wiirden besser gespalten. Ent- 
sprechende Einwendungen gegen die Adsorptionstheorie sind nicht 
bekannt. Sie soll Hemmungen und Férderungen der Spaltbarkeit 
durch die Annahme erklaren, da Begleitkérper durch die gleichzeitige 
Adsorption von Ferment und Substrat — also durch scheinbare Er- 
héhung der Ferment-Substrataffinitat — aktivieren, durch Adsorption 
allein des Ferments — d.h. durch Konkurrenz des Begleitkérpers und 
des Substrats um das Ferment — die Spaltung hemmen?. Die Annahme 
komplexer Adsorbate aus mehreren Begleitkérpern (z. B. Eiweib- 
Seifenkomplexe) bietet eine zwanglose Erklarung fiir die iiberraschende 
Tatsache, daB die Wirkung mehrerer Begleitstoffe auf die Spaltung 
alles andere als additiv ist. Die Tatsache, daB soleche Adsorptionen 
auch bei wasserléslichen Estern nicht unwahrscheinlich sind, ]a8t auch 
eine Erklarung der Aktivierung und Hemmung niedriger Ester durch 
denselben Mechanismus der Affinitétsbeeinflussung zu, obwohl hier die 
Spaltung im einphasigen System stattfindet. 


1 Willstdtter, Waldschmidt-Leitz u. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
125, 93, 1923. — ? R. Willstdtter u. Fr. Memmen, ebenda 129, 1, 1923. 
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Da®B Aktivatoren der Pankreaslipase, wie gallensaure oder fettsaur: 
Salze, Lipase und Ester adsorbieren kénnen, erscheint plausibel. Ob 
dies nennenswert der Fall ist, wurde bisher nicht gepriift. 


Die fett- und gallensauren Salze, die bei alkalischer Reaktion aktivieren, 
hemmen bei py 4,7. Willstdtter+ sieht den Grund in der Umwandlung des 
Salzes, d. h. des Fettséureions, in das Molekiil der freien Saure — das ist in 
einer Beseitigung des ,,Coadsorbens‘‘ und seiner Umwandlung in eine 
hemmende Substanz. Bei py 4,7 sind tatsachlich kaum mehr Fettséure- 
ionen in Lésung; zwar ist bei einer Dissoziationskonstanten der héheren 
Fettsauren ~ 10-45 noch etwa die Halfte der gelésten Fettsauren ionisiert ; 
aber infolge ihrer Unléslichkeit ist fast nichts mehr gelést. 


Priift man an wasserléslichen Estern, ob der Ubergang von Akti- 
vierung zu Hemmung durch Seifen der Umwandlung der Seife in freie 
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Fettsaure parallel geht, so findet man, daB das keineswegs der Fall zu 
sein scheint. Die Spaltung von Triacetin durch Rinderlipase (Glycerin- 
extrakt aus Acetonitherpulver) im Bicarbonat-CO,-Puffer wird durch 
Natriumoleat bei pu < 7,5 gehemmt, bei pu >7,5 geférdert (siehe 
Abb. 1). Durch Calciumoleat wird sie im ganzen untersuchten py-Be- 
reich von 7,1 bis 8,0 geférdert (siehe Abb. 1).” Doch fallt die Férderung 
so’ stark nach 7,1 ab, daB der Umschlagspunkt in Hemmung bereits 
auf etwa pu 6,8 bis 6,9 extrapoliert werden kann. Die Spaltung von 
Triacetin durch Glycerinextrakt aus Acetonidthertrockenpulver des 
Schweinepankreas wird durch Calciumoleat schon bei px 7,1 eine Spur 
gehemmt und bis py 8,0 steigend aktiviert (s. Tabelle I). 

Bei der Spaltung von Mandelsdiuremethylester durch Schweine- 
lipase wirkt der Zusatz von Natriumoleat + Natriumglykocholat von 
pu 7.4 bis 8,0 hemmend. Wahrend die Hemmung bei px 7,4 etwa 90 %, 
betragt, betrigt sie bei px 8,0 nur 67%. Der Zusatz von Calciumoleat 
beeinfluBt die Spaltung des Mandelsiureesters (Rinderlipase) in dem- 
selben pu-Bereich iiberhaupt nur unwesentlich (Tabelle I). 


1 Willstatter, Waldschmidt-Leitz u. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
125, 93, 1923. 
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7 -Abhangigkeit der Esterhydrolyse in verschiedenen Systemen. 
PH i ; ’ 





Tabelle I. 





Ester Ferment 
mol, Nr. 
Triacetin ah erg 
ipase 
0,0233 3 
0,0233 3 
0,0245 5 
0,0254 F 
0,067 9 
0,067 9 
Mandelsaure- 
methylester 
0,0333 9 
Rinder- 
| lipase 
0,0167 B 


* Mittelwerte der ersten 5 Versuche, 


Bei welcher Reaktion Seifen, Kalkseifen, gallensaure Salze oder 
Gallenseifen férdernd oder hemmend wirken, hingt demnach in wenig 
durchsichtiger Weise von Ferment, Substrat und Art des Zusatzstoffes 
ab. Es beruht anscheinend nicht einfach auf einer Umwandlung zur 
Coadsorption befihigter Salze in die Molekiile einer Saure, die dazu 


nicht befahigt ist}. 


Das px-Optimum aller dieser Lipolysen liegt in 0,29-10-? bis 
4,64 - 10-? mol. Bicarbonat-CO,-Puffern zwischen py 7,1 und 8,0 (siehe 


1 Die Dissoziationskonstante der héheren Fettsaéure ist ~ 10-— 4:8 
bis 10-49. Der Dissoziationsgrad der Olséure betragt infolgedessen bei 
Pu 6,9 etwa 0,99 und bei px 7,9 etwa 0,999, d.h. die Konzentration des 
,,Coadsorbens‘ bleibt praktisch gleich, solange die freie Fettsaure nicht ihre 
Léslichkeitsgrenze iiberschreitet. Ob sie das tut, ist schwer zu sagen: bei 
einer Konzentration der Seifenzusitze von der GréBenordnung 10-* mol. 
erreicht die freie Fettsiure nur bei py 6,9 die Konzentration 10-5 mol. 
Bei Kalkseifenzusatz ist die Konzentration an freier Fettsaéure infolge der 
schlechten Léslichkeit der Kalkseife noch niedriger. Die Léslichkeit freier 
Stearinséure soll ~ 10-3 mol. sein (0,03%, ¢ = 


2. Erg.-Bd., S. 422). Doch mag dieser Wert durch Spuren von Verunreini- 
gungen zu hoch sein. 


PH 


Begleitkérper | Begleitkérper Begleitkérper Begleitkorper 


mit 


16,4 
14,1 
15,0 
18,9 


16,1* 





- 10-3 mol. Na-Glykocholat + 1,31 - 10-5 mol. Na-Oleat 


7- 10-3 mol. Na-Glykocholat + 2,18- 10-3 mol. Na-Oleat 


7,1 Pu 7,4 PH LA Pu 8,0 


ohne mit ohne mit ohne mit ohne 


3- 10-4 Ca-Oleat 


15,5 ||23,2 | 21,3 || 34,7 — 
13,5 | 24,5 | 16,9 ||35,0 | 18,0 
20,9 20,2 20,7 | 35,0 | 28,7 — 
18,1 | 28,4 (21,0 || 44,2 | 32,6 _ 
— |40,1 44,4 | 68,8 | 49,6 80,4 | 37,0 


17,0*) 27,3* 24,9*) 43,5* | 32,2* 
39,8 (13,2 |39,2 | 22,6 44,6 


- 3,2 | 34,7 7,0 | 30,5 5,7 | 17,4 
3-+-10-4 mol. Ca-Oleat 


— 18,3 {17,9 | 20,7 | 19,6 4,2 1,4 


25°C, Landolt- Bornstein, 
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Abb. 1 und Tabelle I), d.h. nicht so alkalisch wie in Phosphat- oder 
Ammoniak-Ammoniumchloridpuffern. In physiologischen  Puffern 
stimmt es mit der Reaktion des Darminhalts weitgehend iiberein! 


Ill. 

Wird in einer Lipaselésung von py 7,5 oder 7,7 (CO,—HCO.. 
Puffer) ein Calciumoleatniederschlag erzeugt und filtriert, so enthalt 
das Filtrat nur noch 20 bis 50 °% der Lipase, je nach Fermentkonzentra- 
tion und Fermentpraparat!. Das Ferment wird von Calciumoleat stark 
adsorbiert (siehe Tabelle IT). 

Wird derselbe Calciumoleatniederschlag in Esterlésungen erzeugt, 
so adsorbiert er weder Triacetin noch Mandelsiuremethylester, noch 
Athylbutyrat (Tabelle III). Ebenso wird Tributyrin von Calcium. 
palmitat nicht oder héchstens spurenweise adsorbiert (Tabelle IIT). 
Dagegen wird die Spaltung aller dieser Ester bei demselben py durch 
Ca-Oleat beeinfluBt abgesehen von geringfiigiger Hemmung bei Mandel- 
siure bis zu einer Férderung von etwa 300°, bei der Spaltung des 
Triacetins durch Rinderlipase (siehe Abb. 4, 8, 9 und 10). 

Die Fermente werden sehr stark adsorbiert, die Substrate itiber- 
haupt nicht, gleichgiiltig, ob die Kalkseife in den betreffenden Systemen 
stark oder schwach oder gar nicht aktiviert. Nach Willstdtter s Coadsorp- 
tionstheorie ware fiir alle angefiihrten Systeme gleichmaBig starke 
Hemmung durch auswihlende Adsorption allein des Ferments zu 
erwarten. 

IV. | 

Warburgs Erfahrungen bei der Oxydation der Aminosduren am 
Kohlenmodell haben gezeigt, daB auch Adsorptionen auf katalytische 
Prozesse wirksam werden kénnen, die durch ihre Geringfiigigkeit 
chemisch nicht mehr nachweisbar sind. Blauséure hemmt die Oxydations- 
katalyse des Modells, obwohl die adsorbierte Menge minimal ist, weil 
sie gerade in die sehr kleinen Bezirke hineinadsorbiert wird, auf die es 
katalytisch ankommt. Die Bezirke, auf die es ankommt, sind beim 
Kalkseifenniederschlag die lipasebeladenen Bezirke der Adsorptions- 
schicht. Wenn diese Bezirke sehr klein sind, und wenn die Ester gerade 
in diese Bezirke hinein adsorbiert werden, so kénnte diese Coadsorption 
zu einer erheblichen Spaltungsbeschleunigung infolge der dichten 
Packung von Ferment- und Substratmolekiilen fiihren, ohne daB die 
jeweils adsorbierte Estermenge me8bar groB zu sein braucht. Ob es 
in einem gleichformigen Kalkseifenniederschlag besondere Adsorptions- 
zentren gibt, die Ferment und Substrat coadsorbieren, ist im Adsorptions- 
versuch nicht feststellbar. 


1 Uber Lipaseadsorption an anderen fettigen Substanzen wie Tristearin 
und Cholesterin vgl. Willstdtter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 102, 1923. 
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Dagegen kann durch Messung entschieden werden, ob durch das 
,,Coadsorbens‘‘ die scheinbare! Steigerung der Ferment-Substrat- 
affinitat bewirkt wird, die sich bei Coadsorption durch solche Zentren 
ergeben miiBte. Ob eine scheinbare Anderung der Affinitiat eintritt, 
ergibt sich aus dem Vergleich der Aktivitats-p,-Kurven ohne Zusatz, 
mit Aktivator oder mit Hemmungskérper. Voraussetzung sind Aktivi- 
tats-p,-Kurven, die mindestens bis zur ?/,-Sattigung des Ferments 
mit Substrat verfolgt werden kénnen. 





eo 4 mm 
i Abb. 2. Mandelsiiuremethylester und 
Schweinelipase. 

Kurve 1 ohne Zusatz, Versuchspunkte e « e, 
Kurve berechnet fiir pK = 1,82, Aquivalent- 
gewicht 74; Kurve 2 plus 4,37 - 10-4 mol. Na- 
Oleat, Versuchspunkte < ; Kurve 3 plus 7,33 
-10-4 mol. Na-Oleat, Versuchspunkte + ; 
Kurve 4 plus 2,2-10-3 mol. Na-Oleat, Ver- 
suchspunkte o; Kurve 4 und 4b berechnet fiir 
pK = 1,82, Aquivalentgewicht 15; Kurve 4a 
berechnet fiir pK = 1,00, Aquivalent- 
gewicht 74. 
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eal Poprne 
4 Bei der geringen Affinitaét der Pankreaslipase zu wasserléslichen mn 
Estern und bei der geringen Wasseyléslichkeit dieser Ester ist die Zah] 70 
der Substrate, mit denen solche entscheidenden Aktivitats-p,-Kurven P 
at Ee zu erhalten sind, sehr klein. 
re Die manometrisch verfolgte Spaltung von Mandelsdiuremethyl- ' 
Pe \ ester durch Schweinepankreaslipase ist auBerordentlich genau darstell- = 
bar, wenn als Dissoziationskonstante der Fermentesterverbindung ; 
10-'*? angenommen wird?. Die Spaltung wird bei px 7,4 durch alle 
eee ,,Aktivatoren“ gehemmt (siehe Abb. 2 bis 4). Die Hemmung durch Cal- a 
ciumoleat ist so geringfiigig, daB sie nicht analysiert werden kann (siehe 
Abb. 4). Durch steigenden Zusatz von Natriumoleat wird die Spaltung 
oe - stark gehemmt) bis zu 80° bei 2,2.10-* mol. Oleat, siehe Abb. 2), 0 
7 ohne daB sich der Wert der Dissoziationskonstanten im geringsten andert 


1 Die Anderung der Affinitat ist ,,scheinbar‘‘. Der Sattigungsgrad des 
Ferments mit Substrat (der Dissoziationsrest der Ferment-Substratver- 
bindung) hangt bei gegebener Affinitaét von der Substratkonzentration an 
den fermenthaltigen Orten des Systems ab. Im Fall einer Coadsorption ist 
# das die Substratkonzentration in der fermenthaltigen Adsorptionsschicht. 
Lf Der Dissoziationsrest wird aber auch in diesem Fall als Funktion der durch- 
i ug schnittlichen Substratkonzentration dargestellt. Da diese niedriger ist als die 
a a Konzentration in der Adsorptionsschicht, erscheint die Affinitat erhéht. 
- 2 Weber und Ammon haben fiir den d- und fiir den 1-Ester 10—18 an- 
r gegeben (diese Zeitschr. 204, 204, 1929). 
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(vgl. Kurve 1 und 4, Abb. 2). 


Versucht man, diese Hemmung durch 


eine Anderung der Dissoziationskonstanten bei gleichbleibender Zer- 
fallsgeschwindigkeit der Ferment-Substratverbindung darzustellen, so 
erweist sich das als véllig unméglich (Kurve 4a, Abb. 2). 


I, 





mm? 


60 














-7 


ao 
Abb. 3. Mandelsiiuremethylester und Schweinelipase. 


Kurve 1 ohne Zusatz, Versuchspunkte e+, Kurve 


berechnet fiir pK 1,82, Aquivalentgewicht 74; 


Kurve 2 plus 1,37 + 10-3 mol. Na-Glykocholat, Versuchspunkte o o; Kurve 2 bis 2b berechnet 


fiir pK = 1,82, Aquivalentgewicht 47; Kurve 2a 














berechnet fiir pk = 1,35, Aquivalentgewicht 74. 











“8 -7 
aa 
Abb. 4. Mandelsiuremethylester und Schweine- 
lipase. 
o—o-—o ohne Zusatz, Kurve berechnet fiir pK 
= 1,82, Aquivalentgewicht 83. 
plus 3-10-4 mol. Ca-Oleat, Kurve 


berechnet fiir pK 1,82, Aquivalentgewicht 76. 


Die Hemmung durch Natriumg 


-2 -f 
| ie 
Abb. 5. d-Mandelsiuremethylester und 
Schweinelipase. 
o—o—o ohne Zusatz; 
plus 1,1 . 10-3 mol. Na-Oleat. 


lykocholat wie die Hemmung durch 


Natriumoleat (Abb. 3) kann als Hemmung der Zerfallsgeschwindigkeit 
bei gleichbleibender Affinitat, aber nicht als Anderung der Affinitat 


bei gleichbleibender Zerfallsgeschw 
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‘indigkeit gedeutet werden. Abb. 5 
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und 6 zeigen, daf} fiir Rinderlipase + Racemat und fiir Schweinelipas: 
d-Ester grundsatzlich dasselbe gilt. 

Der EinfluB der ,,Coadsorbentien‘: gerade auf die Zerfallsgeschwin- 
digkeit zeigt sich schon rein qualitativ darin, daB unter der Wirkung 
der Hemmungskoérper die Umsatzgeschwindigkeit bei den héchsten 
Konzentrationen des Esters geringer ist als bei den etwas niedrigeren. 
Die Zerfallsgeschwindigkeit wird bei den héchsten Esterkonzentrationen 
unverhaltnismaBig stark ge- 
hemmt. In der Sprache der 
Anschauungen von Bamann'! 
iiber die Hemmung der Ester- 
spaltung durch hohe Ester- 
konzentrationen wiirde das 
heiBen, die Affinitat des Fer- 
ments zu dem hemmenden 
zweiten Estermolekiil wachst 

der Begleitkérper, 


infolge 
rl wahrend die Affinitat zu dem 
Molekiil 

















ersten unverandert 
bleibt. 
“2 sd Die Triacetinspaltung 
enn : : 
oe durch Pankreaslipase ist durch 
Abb. 6. Mandelsiiuremethylester und Rinderlipase. ‘ : ; 
PERE eS ag 12 er ) Calciumoleat erheblich akti- 


plus 1,1. 10-5 mol. Na-Oleat. vierbar. Die Bamannsche 
Lyolipase aus Schweinepan- 
kreas? zeigt zu Triacetin geniigende Affinitat (k = 10~-°.55), um ein- 
wandfrei entscheiden zu kénnen, worauf diese Aktivierung beruht. 
Auch hier besteht sie in einer Steigerung der Zerfallsgeschwindigkeit 
auf das 1,75fache bei voéllig gleichbleibender, Affinitaét (siehe Kurve | 
und 2, Abb. 7). Es ist unméglich, die Geschwindigkeitsinderung als 
eine Anderung der Affinitat darzustellen. Die Kurve, die mit der 
Zerfallsgeschwindigkeit des unbeeinfluBten Ferments aber mit erhéhter 
Affinitat berechnet ist, wird den experimentellen Werten des aktivierten 
Umsatzes nur bei den niedrigsten Substratkonzentrationen gerecht 
(vgl. Kurve 2 und 2a). Ebenso miblingt der Versuch, die Experimental- 
ergebnisse der unbeeinfluBten Kurve durch die Zerfallsgeschwindigkeit 
des aktivierten Umsatzes und eine niedrigere Affinitat darzustellen (vgl. 
Kurve 1 und la). 


Lipase aus Aceton-Atherpulver des Rinderpankreas hat geringere 


Affinitat zu Triacetin als die praformierte Lyolipase. Die Dissoziations- 
konstante betragt 10—9%6; d. h. die Aktivitats-p,-Kurve ist nur bis zur Halb- 


1 Schwab, Bamann u. Laeverenz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 215, 121, 
1933. — 2 Ebenda 223, 1, 1934. 
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siittigung des Ferments mit Substrat zu verfolgen. Bei der sehr starken 
Aktivierbarkeit des Systems Rinderlipase—Triacetin durch Calciumoleat 
laBt sich aber doch mit groBer Sicherheit sagen, daB es sich um eine Stei- 
gerung der Zerfallsgeschwindigkeit handelt. Wahrend der Umsatz ohne 
Aktivator bei vollstandiger Sattigung des Ferments mit Substrat nur 19 cem 





















110 
mm 
700 
90 
Abb. 7. Triacetin und Lyolipase 
des Schweines 80 
Kurve 1 ohne Zusatz, Versuchs- 
punkte +++, Kurve berechnet 0 
fiir pK 0,85, Aquivalent- 
gewicht 87, Kurve la berechnet 60 


fir pK 0,6, Aquivalentgewicht 
152; Kurve2 plus 3.10-4 mol. 
Ca-Oleat, Versuchspunkte o © o, 
Kurve berechnet fiir pK = 0,85, 
Aquivalentgewicht 152, Kurve 2a 
berechnet fiir pK 1,2, Aqui- 
valentgewicht 87. 























ane 
Abb. 8. Triacetin und Rinderlipase. 
Kurve 1 ohne Zusatz, Versuchspunkte o 0 0, Kurve berechnet fiir pK 0,6, Aquivalent- 
gewicht 19; Kurve 2 plus 2,2- 10-5 mol. Na-Oleat, Versuchspunkte Kurve berechnet fiir 


PK 0,6, Aquivalentgewicht 33; Kurve 3 plus 3- 10-4 mol. Ca-Oleat, Versuchspunkte 
Kurve berechnet fiir px 0,6, Aquivalentgewicht 86 
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Kohlensaure in 5 Minuten ergeben wiirde, betragt die Umsatzgeschwindig- ‘ 
keit mit Caletumoleat bereits bei Halbsattigung des Ferments 44 cmm CO, | 
in 5 Minuten. Es handelt sich also bei der Aktivierung durch Calciumoleat 
und Natriumoleat offenbar um eine Steigerung der Zerfallsgeschwindigkeit, | 
wahrend die Dissoziationskonstante unverandert 10—°.6 bleibt (vwgl. Abb. 8). 

Die Triacetinspaltung durch Schweinelipase wird durch Calciumoleat 
i geférdert, durch Natriumoleat gehemmt. Auch hier sind die Versuchs- 1 
ergebnisse ausgezeichnet darstellbar durch Aktivitats-p,-Kurven gleicher i 
Dissoziationskonstanten (10—°.6) und geférderter bzw. gehemmter Zerfalls- “3 
geschwindigkeit (vgl. Abb. 9). 
4) i J 
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3 Abb. 9. Triacetin und Schweinelipase (Mittelwertskurven). 


wy ee Kurve 1 ohne Zusatz, Versuchspunkte o o o, Kurve berechnet fir px = 0,6, Aquivalent- 
bie ’ gewicht 100; Kurve 2 plus 2,2- 10-3 mol. Na-Oleat, Versuchspunkte = x, Kurve berechnet fiir 
a PK 0,6, Aquivalentgewicht 52; Kurve 3 plus 3- 10-4 mol. Ca-Oleat, Versuchspunkte + +, 

Kurve berechnet fiir pK = 0,6, Aquivalentgewicht 146. ' 


V. : 

Die Dissoziationskonstante der Fermentsubstratverbindung andert 
foe sich nicht, andererseits aber wird nur Ferment, kein Substrat adsorbiert. 
Die Wirkung der Begleitstoffe ist allein eine Wirkung auf die Zerfalls- | 
geschwindigkeit der Fermentsubstratverbindung. Bei Ubertragung der 
Willstatterschen Anschauungen auch auf wasserlésliche Ester wiirden 


sich diese beiden Ergebnisse widersprechen. Aber eine solche Ubertragung 
ware falsch. 





+ 
sees ee BT SO 


oe ee | Der Anteil des substratgebundenen Ferments (FS) am gesamten 
BREN} Ferment (FS + F) — der Dissoziationsrest (Michaelis) des Ferments — 
ist in jedem Falle 
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wenn wir mit K die Dissoziationskonstante und mit [S] die Substrat- 
konzentration in dem Raumteil des Systems bezeichnen, in dem Ferment 
und Substrat sich verbinden kénnen, weil beide darin vorhanden sind. 
Dieser Raumteil ist bei adsorbiertem Ferment die Adsorptionsschicht. 
Die Konzentration eines wasserléslichen Esters, der weder positiv noch 
negativ adsorbiert wird, ist aber in der Adsorptionsschicht dieselbe wie 
im tibrigen System. Dann aber mu® auch der Dissoziationsrest des 
Ferments derselbe sein, ob es adsorbiert wird oder nicht, solange sich 
die Dissoziationskonstante der Ferment-Substratverbindung durch die 
Adsorption nicht andert!. DaB sie das bei den untersuchten Aktivatoren 
und Hemmungskoérpern offenbar nicht tut, spricht dafiir, daB die 
Gruppen, die den Fermentkomplex an das Adsorbens binden, andere 
sind als die, die seine Bindung an das Substrat bewirken. 

Nun ist bei den fermentativen Prozessen, deren Mechanismus man 
kennt (den Redoxfermenten und der Phosphorséureesterase des Muskels), 
der erste Schritt des Geschehens gar nicht die Bildung einer Ferment- 
substratverbindung, sondern der Ubergang von Atomen oder Radi- 
kalen (4) vom Substrat (48) auf das Ferment (F) entsprechend der 
Gleichung: 


F+AB=FA+ B. 


Der zweite Schritt ist dann die Abgabe des itibernommenen Radikals 
durch das Ferment: 


FA=F+A4. 


Bezeichnet man die Geschwindigkeitskonstante des ersten Vorgangs 
mit k, und die des zweiten Vorgangs mit /,, so laBt sich zeigen (Langen- 
beck*), daB sich die Ergebnisse, die den Aktivitats-p,-Kurven 
zugrunde gelegt sind, auch durch diesen anderen Mechanismus erklaren 
lassen. Die Abhangigkeit der Umsatzgeschwindigkeit von der Substrat- 
konzentration ist formal genau dieselbe wie bei der Theorie der inter- 
mediaren Ferment-Substratverbindung. Nur ist der physikalische 
Sinn der Konstanten ein anderer geworden: Die Dissoziationskonstante 
der Ferment-Substratverbindung wird in dieser Darstellung zu dem 
Verhaltnis der Geschwindigkeitskonstanten der beiden Teilschritte des 


1 Man kénnte einen Einwand gegen die Anwendung der Dissoziations- 
restformel auf adsorbiertes Ferment in der Behinderung der translatorischen 
Warmebewegung des Ferments sehen. Aber solange die Geschwindigkeit 
der Warmebewegung sich fiir die Substratmolekiile nicht andert, diirfte das 
unberechtigt sein; das unbeweglich gewordene Fermentteilchen kann zwar 
keinem der regellos: bewegten Estermolekiile mehr entgegenlaufen, aber auch 
keinem weglaufen, so daB die StoBwahrscheinlichkeit dieselbe bleiben sollte 
(vgl. ahnliche Uberlegungen von G. F. Hiittig, Fortschr. d. Chem., Phys. u. 
Phys. Chem. 18, 1, 1924). — * Ergebn. d. Physiol. u. exper. Pharm. 35, 
470, 1933. 
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Geschehens (zu dem Verhaltnis k,:k,). Dann aber wiirden die ge 
schilderten Versuchsergebnisse besagen, dal} durch die Adsorption des 
Ferments an die Begleitstoffe das Verhdltnis der Geschwindigkeiten 
beider Teilschritte (im Fall der Lipase: Umesterung auf das Ferment 
und Zerfall des Fermentesters) nicht geandert wird. Die scheinbare Disso- 
ziationskonstante bleibt gleich. Aber beide Geschwindigkeiten werden 


gleichmaBig vergréBert oder gleichmaBig verkleinert. — Die scheinbare 
Zerfallsgeschwindigkeit wird aktiviert oder gehemmt. Hiermit wiirde - 


das Problem entstehen, warum die Konstanten zweier Vorgange, fiir 
die ein innerer Zusammenhang gar nicht ohne weiteres gegeben erscheint, 
von dem so unterschiedlichen EinfluB der verschiedenen Begleitkérper 
immer im gleichen Verhaltnis betroffen werden. 


Experimenteller Teil. 
Fermentprdaparate. 


Die praformierte Lyolipase ist aus dem Pankreashackbrei von Schweinen 
unmittelbar nach der Schlachtung hergestellt. Der Hackbrey ist nach 
Bamann'! mit 2 Teilen 86° igem, Glycerin versetzt, d.h. mit éetwa 60°, 
Glycerin 24 Stunden extrahiert worden. Sonst wird ebenso frischer Schweine- 
oder Rinderpankreashackbrei nach Willstdtter und Waldschmidt-Leitz? durch 
Aceton und Atherbehandlung in Trockenpulver verwandelt und dieses 
Trockenpulver bei Bedarf mit 86°, Glycerin extrahiert. Die Stammlésungen 
werden zum Gebrauch passend verdiinnt (2- bis 5fach). 


, 


Die Ester. 


Tributyrin und Triacetin sind kéufliche Praiparate von Merck bzw. 
Dr. Fraenkel, Berlin, Tributyrin wird nach Willstdtter gereinigt. Das Tri- 
acetin zeigt schon ungereinigt den richtigen Siedepunkt. Athylbutyrat wurde 
im Institut hergestellt und mehrfach umdestilliert; es ist nicht ganz rein 
(vgl. Tabelle III: Molaritat der Ester, ,,berechnet*‘ und _ ,,gefunden**). 
Herstellung und Priifung des Mandelséuremetlylesters sowie des Ra- 
cemats wie des d-Esters verdanken wir der Liebenswiirdigkeit des Herrn 
Prof. Micheel?*. 


Die Aktivitdts-py- und -ps-Kurven. 


Die Messung der Umsatzgeschwindigkeiten erfolgt in der Warburg- 
Apparatur bei 36°C (+ 0,01°C). Die Lésung ist gepuffert durch 1,45 
- 10-3 mol. CO, (Gasgemisch: 96% N,, 4% CO,) und wechselnde Konzen- 


trationen an Natriumbicarbonat, die von px 7,1 bis px 8,0 von 0,29- 10-? 
bis 4,64- 10-2 mol. ansteigen. 


Die Aktivatorzusatze sind aus den Abbildungen zu ersehen. Die Cal- 
cium- und Biecarbonatkonzentrationen sind immer so gewahlt worden, da8B nie 
Calecium-Carbonatniederschlage neben den Calciumseifen entstehen konnten. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 223, 1, 1934. —- ? Ebenda 125, 132, 
1923. —- *® Direktor der organischen Abteilung des Chem. Instituts der 
Universitat Miinster. 
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Das Ferment wird nach Temperaturausgleich aus einer Ansatzbirne in den 
Trog mit der Versuchslésung eingekippt, so daB die Spaltung vom Zeitpunkt 
Null an verfolgt werden kann. Um die Umsatze niedriger Esterkonzen- 
trationen nicht zu klein werden zu lassen, wurde ein Fliissigkeitsvolumen von 
3cem gewahlt (GefaBkonstanten zwischen 0,7 und 0,9). Ein gewisses Nach- 
hinken des CO,-Ausgleichs bei schlagartigem Freiwerden gréB8erer CQO,- 
Mengen mu dann trotz lebhaften Schiittelns in Kauf genommen werden. 
Das kommt beim Einkippen der Fermentlésungen in die Mandelséuremethy!- 
esterlé6sungen vor; denn hier miissen verhaltnismaBig starke Fermentlésun- 
gen angewendet werden, da die Umsatzgeschwindigkeit dieses Esters sehr 
gering ist. Die Fermentlésungen sind aber etwas saurer als die Ansitze. Weil 
es umstandlich und schwierig ist, die Fermentlésung vorher genau auf das 
pu der Versuchsansatze zu bringen, wird darauf verzichtet. Da die Spaltung 
des Mandelsaéuremethylesters geradlinig verlauft, kann die Anfangsgeschwin- 
digkeit auBerdem miihelos als Umsatzgeschwindigkeit zwischen 20 und 
60 Minuten abgelesen werden. Da die Zeitumsatzkurve der Triacetin- 
spaltung leicht gekriimmt verlauft! —. der Umsatz nach 20 Minuten ist 
2 bis 5% kleiner als er der Anfangsgeschwindigkeit nach sein sollte 
wird hier als Anfangsgeschwindigkeit die mittlere Umsatzgeschwindigkeit 
zwischen 5 und 10 Minuten verwendet. Die Ablesungen finden vom 
Augenblick der Fermentzugabe an in Zwischenrétuumen von 5 Minuten statt 
bis zur 20. Minute; von da ab in Abstaénden von 10 Minuten. 


Tabelle IV. Einzelversuche. 





Ferment | py mol, Zusatz Umsatzinderung durch den Zusatz 
Triacetin und Schweinelipase. 
8 7%? | 0,221 69 mg®/,, Serumalbumin Ohne Wirkung 
frisch 0,034 = 
i) 7,7 0,136 Dasselbe Ohne Wirkung 
0,025 
9 7,7 0,0472 1. 131-1073 mol. 1. Hemmt 12,5: 55,4 
Na-Oleat 
2. 8,2-10-4 mol. 2. es 23,1 : 55,4 
Na-Glykocholat 
3. 4.1-10°-4 mol. 3 mi 46,4 : 55,4 
Ca-Glykocholat 
10 7,7 0,0694 1. 3-10-74 mol. 1. und 2. Gleiche Wirkung, 
Ca-Oleat d. h. mit Glycerin dieselbe 
2, 3-10-4 mol. Spaltung wie vorher 


Ca-Oleat + 5,7 % 
Glycerin 


Mandelséuremethylester und Schweinelipase. 


9 7,7 0,0333 69 mg®/) Serumalbumin Ohne Wirkung 
9 8,0 | 0,0233 1. 3-10-74 mol. Ca-Oleat 1. Hemmt 22:24 (fast ohne 
Wirkung) 
2. 69 mg®/, Serum- 2. Ohne Wirkung 


albumin 


1 Siehe auch R. Willstdtter u. F. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
138, 241, 1924. 
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Die Adsorptionsbestimmungen. 
Adsorption der Ester. 


Die Molaritat der Ester und der Kalkseife ist aus Tabelle III zu ersehen 
Das Volumen des Adsorptionsansatzes betragt 24 cem. Das py ist durch. 
passenden Bicarbonatzusatz zu den Lésungen der Ester in 1 - 10-* mol. Salz 
siure eingestellt. Bei der Adsorption von Triacetin, Mandelsauremethyleste: 
und Athylbutyrat ist die Calcitumkonzentration so gewahlt, daB kein Calcium 
earbonat, sondern nur Kalkseife entsteht. Die Calciumkonzentration, die 
nicht zur Seifenbildung verbraucht wird, betragt nur den dritten bis fiinften 
Teil der Grenzkonzentration, die zusammen mit der angewendeten Bicarbo. 
natmenge noch ldéslich ist'. Bei der Tributyrinadsorption ist dieser Wert 
betrachtlich iiberschritten; es treffen etwa drei Gewichtsteile Ca-Carbonat 
auf ein Gewichtsteil Ca-Seife. 

Die Messung der Esterkonzentration vor und nach der Adsorption 
findet bei Triacetin, Mandelséuremethylester und Athylbutyrat durch voll. 
standige OH’-Hydrolyse statt (pq am SchluB der Spaltung 12,5 bis 13; 
Dauer 4 bis 5 Stunden; Temperatur 18 bis 20°C). Die freigesetzte Saure 
wird als Schwefelséuredefizit bei der Riicktitration der Lauge gemessen, die 
fiir die OH’-Hydrolyse zugesetzt worden ist. Die Riicktitration erfolgt bis 
zu genau dem gleichen py, den der Ansatz vor Zusatz der Lauge hatte (vg. 
Tabelle III, Spalte px). Bei Riicktitration bis py 7,1 wird als Indikator 
Bromthymolblau, bei Titration bis pq 7,5 und 7,7 Phenolrot verwendet. 

Die Riicktitration gibt nur dann richtige Werte, wenn die Lésungen 
calciumfrei sind, da sonst bei der OH’-Hydrolyse Bicarbonationen als 
Calciumcarbonat ausfallen. Infolgedessen wird der oleathaltige Adsorptions- 
ansatz und der oleatfreie sonst gleiche Kontrollansatz filtriert und in dem 
Filtrat das Calcium vor dem Zusatz,der Natronlauge mit einem Uberschui 
an Kaliumoxalat entfernt. Kaliumoxalat puffert in dem py-Bereich det 
Titration nicht! 

Die Tributyrinkonzentration vor und nach der Adsorption wird sta- 
lagmometrisch bestimmt. Das Filtrat einer dem Adsorptionsversuch 
gleichen Kontrolle, aber ohne Tributyrin ergibt mit dem Adsorbens Ca- 
Palmitat stalagmometrisch den Wasserwert. Wird zur Kalkseifenbildung 
Oleat statt Palmitat verwendet, so ist das nicht der Fall. Es scheinen also 
Oleatspuren der Kalkseifenfallung zu entgehen tind die Oberflachenspannung 
zu beeinflussen. Die Adsorptionsversuche mit Calciumoleat sind infolge- 
dessen nicht angefiihrt ?. 

Fermentadsorption. 


Die Konzentrationen an Ferment, an Adsorbens und an Bicarbonat 
gehen aus Tabelle II hervor. Die Einstellung des py (Tabelle I1) erfolgte in 
Versuch | bis 3 durch passenden Zusatz von Salzséure, in Versuch 4 durch 
die hohe Konzentration der etwas sauren Fermentlésung selbst. In den 
Versuchen 1 bis 4 sind die Caleiumzusatze so hoch, da8 auBer der Kalkseife 


1 P. Rona u. Takahashi, diese Zeitschr. 49, 370, 1913. — ? Nimmt 
man an, daB sich die Oberflichenwirkung dieser Oleatspuren und die 
Oberflachenspannungserniedrigung durch das Tributyrin selbst einfach 
addieren, so wiirde sich auch aus den Oleatversuchen eine Tributyrin- 
adsorption kleiner als 10°, ergeben. Der Fehlbetrag an Erniedrigung der 
Oberflichenspannung beruht aber wahrscheinlich gar nicht auf Adsorption, 
sondern auf gegenseitiger Verdrangung aus der Oberflache. 
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als Adsorbens etwa die gleichen bis doppelten Gewichtsmengen an Calcium- 
carbonat (berechnet nach Rona und Takahashi) entstanden sein sollten; 
allerdings war eine solche Calcitumcarbonatfallung in einem sonst gleichen, 
aber oleatfreien Kontrollansatz zu Versuch 4 nicht zu beobachten; méglicher- 
weise stabilisiert das FermenteiweiS iibersattigte Caletumcarbonatlésungen. 
In Versuch 5 ist Calecitumearbonatfalling auch auf Grund der Rona-Be- 
rechnung ausgeschlossen. 

In den Versuchen 1 bis 3 ist die Fermentkonzentration stalagmo- 
metrisch mit Tributyrin, in Versuch 4 durch Spaltung einer 0,218 mol. 
Triacetinlédsung im Warburg-Manometer ermittelt. In den Versuchen 1 
bis 3 und 5 ist die Fermentkonzentration dieselbe wie im Aktivierungs- 
versuch. In Versuch 5 ist die manometrische Bestimmung infolgedessen 
dadurech erméglicht, daB nicht 0,1 cem Ferment in 3cem Substratlésung, 
sondern 0,1 ccm reines Triacetin in 3 ccm ausgleichend aktivierter Ferment- 
lésung eingekippt worden ist. Es wurde angenommen, daB die Fermentkon- 
zentrationen den Zeiten gleichen Umsatzes umgekehrt proportional sind. 


Zusammenfassung. 


Der EinfluB der fettsauren und gallensauren Salze auf die pan- 
kreatische Lipolyse wasserléslicher Ester erweist sich als Beeinflussung 
allein der Zerfallsgeschwindigkeit. Jede Beeinflussung der Ferment- 
Substrataffinitat fehlt. Im Adsorptionsversuch an Kalkseife selbst 
ergibt sich immer Adsorption des Ferments, nie Adsorption des Substrats, 
gleichgiiltig, ob die Spaltung des betreffenden Substrats durch Calcium- 
oleat geférdert oder gehemmt wird. Es wird gezeigt, dab beide Befunde 
in Einklang stehen. 

Wird angenommen, daB die Esterasewirkung in einer Umesterung 
und einem anschlieBenden Zerfall des Fermentesters besteht, so bedeuten 
die Befunde: Je nach der Art des Begleitkérpers und des Systems 
werden die Geschwindigkeitskonstanten beider Vorginge vergréBert 
oder verkleinert aber immer in genau dem gleichen Verhaltnis. 
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Uber die chemische Konstitution des Cytochroms ec. 


Von 
Hugo Theorell. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des medizinischen Nobelinstituts in 
Stockholm. ) 


(Eingegangen am 12. Juli 1938.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Etwa vor 1 Jahr wurde gezeigt (1), daB das nach Enteisenung des 
Cytochroms ¢ mit konzentrierter Salzsiure in der Kalte erhaltene 
, unmodifizierte Porphyrin c“‘ ein hochmolekularer Porphyrin-Polypeptid- 
komplex ist. Es wurde weiter beschrieben, daB die nach saurer Hydro- 
lyse und bestimmter Behandlung zwecks Reinigung des Porphyrins 
erhaltenen Produkte schwefelhaltig sind. Das reinste Praparat enthielt 
1 Mol Porphyrin bei einem Molekulargewicht von 1020. Nachdem nun- 
mehr die Reindarstellung gelungen ist, kann der Reinheitsgrad dieses 
Praparats zu 0,87 berechnet werden. 


Die Elementaranalysen des damaligen Praparats stimmten auf ein 
Porphyrin mit gesattigten Seitenketten. Es wurde daraus der Schlu8 
gezogen, daB Benzol- oder Pyridinkerne oder dergleichen in den un- 
bekannten Seitenketten wahrscheinlich nicht vorkommen. 


Damals konnte Verfasser noch keine endgiiltige Stellung zu den 
Arbeiten von Zeile und Mitarbeiter (2) (3) (4) nehmen. Die genannten 
Verfasser ziehen aus ihren Modellversuchen den SchluB, daB das Por- 
phyrin c durch Anlagerung einer oder zweier tertidrer stickstoffhaltiger 
Ringbasen an die zwei- bzw. vierstandigen Seitenketten eines natiir- 
lichen Porphyrins IX entstehe. Ein kristallisiertes Pyridinaddukt 
zeigte nach der Einfiihrung von Eisen die fiir Hamin ¢ charakteristische 
Spaltbarkeit mit Bromwasserstoff-Eisessig. Die Anlagerung einer 
derartigen Base wird von Zeile und Piutti (3) im Naturprodukt fiir 
wabrscheinlich gehalten. Die Anlagerung von Aminoséuren an die 
Propionsdurereste von Meso- und Deuteroporphyrin durch Peptid- 
synthese ergab wiederum Produkte, die in bezug auf Unldslichkeit in 
Ather dem Porphyrin c ahnlich waren. Bei diesen Substanzen fehlte 
indessen die Spaltbarkeit mit Bromwasserstoff-Eisessig. 


Endgiiltige Klarheit kann erst die priparative Reindarstellung und 
die Konstitutionsanalyse des Porpbyrins ¢ schaffen. Der Verfasser 
hat deshalb seine darauf hinzielenden Untersuchungen fortgesetzt. 
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Es war notwendig, das Cytochrom c in groBen Mengen darzustellen. 
Dies wurde méglich durch Kombination des Trichloressigsiure-Ammo- 
niumsulfatverfahrens von Keilin und Hartree (5) mit der Bariumsulfat- 
adsorption nach Theorell (6). Bisher wurden aus etwa 2400 kg Kuh- 
herzen (1200 Herzen) 180g reines Cytochrom ¢ gewonnen. Bei jeder 
einzelnen Darstellung wurden 50 Herzen in Arbeit genommen. Reines 
Porphyrin ¢ wurde in der auf S. 261 beschriebenen Weise aus Cyto- 
chrom ¢c dargestellt. 

Es war jedoch bis jetzt unméglich, das Porphyrin ¢ von Asche zu 


befreien ; der Aschegehalt betragt 2 bis 5°. Dies beruht wahrscheinlich 
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Wellenlange 
Abb. 1. Absolute Lichtabsorption des Porphyrins c in n HCl. 


darauf, daB das Porphyrin c zwei Amino- und vier Carboxylgruppen 
enthalt. Zeile und Piutti haben beziiglich des Aschegebalts ahnliche 
Erfahrungen bei synthetischen Porphyrin-Aminosaureestern gemacht. 

Zwei Umstande haben die Arbeit iiber das Porphyrin e ganz be- 
sonders erschwert. Erstens ist es instabil und zweitens ist es nicht 
gelungen, das Porphyrin c selbst oder irgendein Derivat, wie Ester oder 
Chlorhamin, in kristallinischer Form zu erhalten. Man ist darum ge- 
zwungen, andere Kriterien der chemischen Reinheit heranzuziehen, in 
erster Linie die Lichtabsorption pro Gewichtseinheit. Bei den pra- 
parativen Verfahren zur Reindarstellung des Porphyrins ¢ wurde 
versucht, die Lichtabsorption pro mg beim Absorptionsmaximum 
553 mu. zu erhéhen; als Kontrolle fiir die Entfernung der braunen Spalt- 
produkte wurde die Lichtabsorption in Blau (490 mu) gemessen. Der 





aes 























244 H. Theorell: 


friiher angegebene Wert (1) des molaren Absorptionskoeffizienten in 
n HCl nach Hydrolyse des Porphyrins c, 8 553 = 3,8 - 107 qem/Mol, 
kann jetzt auf Grund vieler MeBergebnisse als richtig angesehen werden: 
er stimmt sowohl mit den durch Enteisenung einer gegebenen Menge 
von reinem Cytochrom erhaltenen Werten iiberein [der friihere Wert (1) 
3,5° 107 war also etwas zu niedrig] als auch mit den Ergebnissen vieler 
Klementaranalysen und Lichtabsorptionsmessungen an reinen Por. 
phyrin c-Praparaten. Die Abb. 1 zeigt die Lichtabsorptionskurve des 
reinen Porphyrins ce. 

Zwolf Versuche nach den hier angegebenen Methoden (S. 261) 
ergaben Praiparate, die nur in bezug auf den Aschegehalt etwas ver- 
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Abb. 2. Titrationskurve des Porphyrins c auf der alkalischen Seite 
des isoelektrischen Punktes. 


schieden waren. Das Molekulargewicht konnte durch Lichtabsorptions- 
“messung zu 890 +- 10 berechnet werden (nach Korrektion fiir Asche, 
Trocknen im Vakuum bei 60°C). 

Die Reinheit der so erhaltenen Priparate wurde in verschiedener 
Weise gepriift. 

1. Sehr genau abgestufte Fraktionierung (kleine Intervalle) des 
Porphyrin c-Pikrats in Aceton mit Benzol ergab in wiederholten Ver- 
suchen Identitét aller Fraktionen. 

2. Die Einfiihrung von Eisen ergab ein Himatinpraparat, welches 
aus Kisessig beim Eindampfen ausfiel. Die Analysen stimmten, unter 
Beriicksichtigung von Eisen und Asche, mit den Analysenergebnissen 
des Porphyrins iiberein. 

3. Die Elementaranalysen und die Bestimmungen der Carboxy!- 
gruppen durch Titration und der primaéren Aminogruppen ergaben 
einfache Verhiltnisse zwischen den verschiedenen Flementen und 
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Gruppen, und zwar: N: Amino-N:S:COOH: Fe (in Hamin und 
Von den Carboxylen waren zwei mittel- 
stark (pK! = 2-10~°). Dies stimmt nach (1) fiir die Carboxyle der 
Propionsaurereste des Porphyrins. Die beiden iibrigen waren schwach 
(pK! = 6-10-!), was auf eine Abschwachung durch g-standige Amino- 
gruppen hindeutet. Die neueren Anschauungen tiber die innere Salz- 
bildung der Aminosaduren und ihren EinfluB auf die Deutung der Titra- 
tionskurven mdégen hier, da sie meines Erachtens auf die Ergebnisse 
keinen Einflu8 haben, nicht erértert werden. 

Es war nach den angefiihrten Ergebnissen sehr wahrscheinlich, dab 
das erhaltene Porphyrin c chemisch rein war. 

Die Elementaranalysen stimmten am besten zu der Bruttoformel 
Cy, H54NgS20, (s. S. 262). Von den sechs Stickstoffatomen gehéren 
vier zum Porphingeriist, wahrend die zwei iibrigen zu den primaren 
Aminogruppen gehéren. Daraus folgt, dap die Kuppelung zwischen 
dem eigentlichen Porphyrin und der mit H Br-Eisessig aus c-Héimatin 
abspaltbaren Seitenkette nicht unter Vermittlung von Stickstoff statt- 
finden kann. 

Spaltet man Cytochrom c mit HBr-EKisessig, so tritt Hamato- 
porphyrin auf [Hill und Keilin (7)]. Zeile und Reuter (4) bewiesen, 
da8 es sich um das ,,natiirliche’‘ Hamatoporphyrin IX handelt. Dieses 
enthalt eine zwei- und eine vierstandige Oxyathylgruppe. Das Por- 
phyrin ¢ dagegen enthalt keine OH-Gruppe an entsprechenden Stellen. 
Denn von den neun Sauerstoffatomen gehéren acht zu den vier Carboxy!- 
gruppen und das letzte Sauerstoffatom, dessen Vorhandensein wahr- 
scheinlich, aber nicht absolut gesichert ist (vgl. unten), sitzt jedenfalls 
an anderer Stelle als in der zwei- oder vierstandigen Oxyiithylgruppe. 

Diese Uberlegungen stimmen also insofern mit den Ansichten von 
Zeile und Mitarbeiter (1. c.) iberein, als die Bindung zwischen dem eigent- 
lichen Porphyrin und der hydrophilen Seitenkette des Porphyrins c gerade 
da stattfindet, wo nach der H Br-Eisessigspaltung OH-Gruppen auf- 
treten. Die bisher angefiihrten Befunde lassen sich in folgender Weise 
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Es lag nahe anzunehmen, daB die Bindung zwischen der schwefe! 
haltigen Seitenkette und dem Porphyrin durch die beiden S-Atome 
vermittelt wird. Diese Annahme wurde zunachst durch folgende Befunde 
gestititzt: 

1. Beim Schmelzen des Porphyrins c mit festem K OH in evakuierter 
zugeschmolzener Réhre wird Sulfid gebildet. 

2. Das Porphyrin c enthalt keinen bleischwarzenden Schwefel. 

3. Die Nitroprussidreaktion auf —SH_ ist negativ!. 

4. Das Polarogramm des Porphyrins c in 0,2 n Tetramethylammo- 
niumhydroxyd ist praktisch gleich mit demjenigen eines reinen Himato- 
porphyrinpraparats. Eine —S—S-Gruppe hatte eine Reduktionsstufe 
bei 1,15 Volt (vgl. 8. 258) zeigen miissen. 

Die angefiihrten Umstiande lassen sich alle mit der Annahme ver- 
einen, daB zwei S-Atome in Thioétherbindung vorhanden sind. 


Zur weiteren Aufklarung der Frage war die Spaltung mit H Br- 
Fisessig wichtig. Die Spaltung verlief mit dem Porphyrin c langsam und 
mit sehr schlechter Ausbeute; Zeile und Piutti (1. c.) fanden dasselbe 
beim unhydrolysierten Porphyrin c. 

Damit die Spaltung gut gelingt, mu®B Eisen eingefiihrt werden. 
Die Einfiihrung von Eisen in das reine Porphyrin c war mit Schwierig- 
keiten verbunden, weil warmer Eisessig, jedenfalls in der unvermeid- 
lichen Gegenwart von Eisen utid Chlorspuren, die Abspaltung einer 
Aminosiure aus der Seitenkette bedingt. Es gelang indessen, ein fiir die 
Konstitutionsermittlung wertvolles, nach den Analysenergebnissen 
reines Abbauprodukt zu erfassen. 


Monoamino-dithio-chlorhimin ce. 


Bei der Darstellung war wesentlich, daB sowohl das Porphyrin c 
als auch das Himin c wahrend langerer Zeit (1/, bis 1 Stunde) in Eis- 
essig bei 100° C gelést waren. Das erhaltene Praparat war leicht léslich 
in wasserhaltiger Essigsiure, dagegen ziemlich schwer léslich in absolutem 
Eisessig. Als die Wasserspuren entfernt wurden (vgl. 8. 264), fiel das 
Monoamino-chlorhamin ¢ in Form von schwarzen Kérnchen aus. Es 
wurden zwei Fraktionen erhalten. Die Mutterlauge der zweiten Fraktion 
enthielt noch Himin c und abgespaltene Aminosiure. Die Analysen 
der Fraktion 1 stimmten am besten zu der Bruttoformel 


CygH,,N;S,0,FeCl oder C3)H,3N,S,0,FeCl. 


1 Die Farbe einer positiven SH-Probe ist so kraftig, daB die Reaktion 
auch in verdiinnten Porphyrinlésungen hatte deutlich wahrnehmbar sein 
miissen, wenn das Porphyrin c eine (oder zwei) SH-Gruppen enthalten hatte. 
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Die Verbindung enthielt eine primare Aminogruppe und drei Carboxyle. 
Die Titrationskurve zeigte wieder die Carboxyle der beiden Propion- 
siurereste und nunmehr nur eine abgeschwiachte Carboxylgruppe, 
pK! = 5-10-*. 

Da dieses Praparat also eine Aminogruppe und eine Carboxylgruppe 
weniger als das Porphyrin c enthielt, war offenbar durch diese Methode 
der Eiseneinfiihrung eine Aminosiure abgespalten worden. Die Mutter- 
lauge, aus der die zweite Himinfraktion ausgefallen war, wurde zur 
Trockne eingedampft, der Riickstand in Natronlauge gelést und durch 
Zusatz von HCl das Himin ausgeflockt. Nach der Entfernung des 
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Abb. 3. Titrationskurve des Mono-amino-dithio-chlorhimins c. 


Niederschlags war die Fliissigkeit fast farblos. Die Ninhydrinreaktion 
war stark positiv, in der absgepaltenen Aminosaure standen also Amino- 
und Carboxylgruppe in «-Stellung zueinander, eine Tatsache, die mit 
der durch Titration gefundenen Dissoziationskonstante im _ besten 
Einklang steht (pK! = 6- 10-1). 

Fiir das dem Monoamino-dithio-chlorhamin ¢ entsprechende Por- 
phyrin 1aBt sich die folgende elementare Zusammensetzung berechnen: 
CygH,,N,8,0, oder C3,H,,N;S,0,. Subtrahiert man diese Formel 
von der Formel des Porphyrins c, so erhalt man C;H,,NO, oder ein 
CH, weniger. Offenbar gibt diese Berechnung nur einen ungefabren 
AufschluB iiber die Bruttoformel der abgespaltenen Aminosaure, denn 
die Differenz ist natiirlich mit den Fehlerméglichkeiten der Analysen 
in bezug auf C, H und O behaftet. Diese Fehlerméglichkeiten sind bei 
den hier in Frage stehenden Substanzen verhiltnismaBig groB, weil 
diese ziemlich hochmolekular, aschehaltig und zudem noch hygro- 
skopisch sind. 
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Der Mechanismus der Abspaltung dieser Aminoséure muB noch 
naher untersucht werden, bevor etwas Endgiiltiges dariiber gesag! 
werden kann. Es seien blo®B die folgenden Punkte erwihnt: 


1. Die Spaltung kénnte durch Reduktion mit dem von Eisen 
in Eisessig entwickelten Wasserstoff in statu nascendi erfolgen. Dahei 
kénnte offenbar soviel Wasserstoff in die Aminosiure C,H,,NO, 
eintreten, daB er zur Absittigung der Verbindung mit Wasserstoff 
ausreicht. Dabei miiBte eine dem Leucin nahestehende Verbindung 
entstehen. 


2. Von den drei Sauerstoffatomen gehéren zwei zur Carboxylgruppe. 
Auf die Existenz des dritten O wurde aus den Elementaranalysen des 
Porphyrins ¢ geschlossen. Doch halten wir die Analysenergebnisse 
einer so hochmolekularen Verbindung wie das Porphyrin c kaum fiir 
hinreichend genau, um die Existenz eines Sauerstoffatoms auBer den 
acht Carboxylsauerstoffatomen sicherzustellen. Trotzdem erscheint es 
als Arbeitshypothese berechtigt anzunehmen, daB die Spaltung mit 
Kisessig und Eisen irgendwie mit einem neunten Sauerstoffatom zu- 
sammenhiangt (Ketogruppe ?). Wenn das neunte Sauerstoffatom nicht 
vorhanden ware, so miiBte die Spaltung zwischen zwei nur mit Wasser- 
stoff besetzten Kohlenstoffatomen erfolgen (vgl. weiter unten, H Br- 
Eisessigspaltung), was weniger wahrscheinlich ist. 


Monoamino-dithio-himatin c. 

Diese Verbindung wurde ungefihr in derselben Weise wie die 
vorhergehende dargestellt (s. S. 264), mit dem Unterschied, da das 
Praiparat nach der Fallung aus Eisessig, Waschen usw. in Lauge gelést 
und eine kleine Menge Ferrihydroxyd entfernt wurde. Hiernach wurde 
das entstandene Hamatin ¢ durch HCl ausgeflockt. Das Chlor wird in 
der alkalischen Lésung durch Hydroxy] ersetzt. 


Dieses Verfahren war durch die Beobachtung gegeben, daB gewisse 
Porphyrin c-Priparate von warmem Eisessig allmahlich verandert 
wurden, so daB braune, in Eisessig schwer lésliche Produkte entstanden. 
Die braune Verfairbung beruht sehr wahrscheinlich auf einer Auf- 
spaltung des Porphyrinkerns. Diese Annahme wird durch mehrere Ver- 
suche und Analysen gestiitzt. Bei lingerer Erwarmung von Porphyrin ¢ 
oder Hamatin c in Eisessig auf dem Wasserbad erhalt man Produkte, 
in denen sich N zu 8 wie 5:2 verhalt, die aber weniger als ein 
Atom Eisen pro zwei Schwefel und fiinf Stickstoff enthalten. Dies 
spricht dafiir, da8 durch Sprengung des Porphyrinkerns die Fahig- 
keit zur Komplexbindung mit Fisen verloren geht. Parallel damit 
verschwinden die typischen Absorptionsbanden des Porphyrins oder 
des Hamatins. 
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Uber die chemische Konstitution des Cytochroms ce. 249 


Die angefiihrten Analysen des Monoamino-dithio-hamatins ¢ (8.265) 
zeigen in Ubereinstimmung mit dem eben Gesagten einen etwas zu 
niedrigen Kisengehalt. In? iibrigen stimmen die Analysen ziemlich gut 
auf die Formel C,,H,,;N;8,0,FeOH oder CygH,, usw. Der etwas 
zu niedrige Stickstoffwert kann mdéglicherweise auf Analysenfehlern 
beruhen, da der Pyrrolstickstoff bekanntlich sehr schwer verbrenn- 
bar ist. 

Es wurde nun weiter die Beobachtung gemacht, da} bei langerer 
Erwarmung des Porphyrins c oder der c-Hamatine in Fisessiglésung 
auf dem Wasserbad Produkte entstehen, die auch in wasserhaltiger 
Essigsiure schwer léslich sind. Diese Verinderung der Léslichkeit war 
durch das Verschwinden allen primaren Aminostickstof/s bedingt. Solche 
Produkte ergaben trotzdem die Analysenwerte N:S = 5:2 und 
Fe < 1 Atom. Das Verschwinden des primaren Aminostickstoffs ist 
mit gr6Bter Wahrscheinlichkeit auf eine Peptidsynthese zuriickzufiihren. 

Die Méglichkeit zur Bildung von Saurechloriden und damit zui 
Peptidsynthese ist in fast 100 °,igem kochsalzhaltigen Eisessig gegeben. 
Fs wurde in einem Modellversuch festgestellt, da reines Leucin unter 
denselben Verhaltnissen nach 30 Minuten nur 93°; von seinem Gesamt- 
stickstoff als primaren Aminostickstoff aufwies. 


Bromwasserstoff-Eisessigspaltung des Monoamino-dithio-chlorhimins ¢ und 
Monoamino-dithio-himatins ¢. 


A. 29,5 mg Monoamino-dithio-chlorhamin c, Fraktion 2, wurden mit 
2cem Eisessig tibergossen und mit HBr gesattigt, dann in einem offenen, 
nur leicht iiberdeckten GefiB 20 Stunden bei Zimmertemperatur belassen. 
12cem Wasser wurden zugegeben, klar filtriert und eingedampft; der 
Riickstand wurde zuerst mit Wasser extrahiert, noch Ungeldéstes in einigen 
Tropfen verdiinnter Natronlauge gelést und mit der wasserigen Lésung 
vereint, wobei ein schwarzer Niederschlag auftrat, welcher entfernt wurde. 
Die Lésung zeigte die Farbe und das Spektrum von saurem Porphyrin. 
Das Porphyrin wurde durch vorsichtige Zugabe von Natronlauge zur Aus- 
flockung gebracht und entfernt. Die nunmehr sehr schwach gefarbte Mutter- 
lauge wurde mit Ather geschiittelt, wobei Spuren von Porphyrin in die 
Atherschicht gingen. Nach Abblasen des Athers wurde die Lésung mit 
Natronlauge auf py 9 gebracht, wobei Ferrihydroxyd ausfiel und entfernt 
wurde. Die Lésung, 14,8 cem, war praktisch farblos. Die Nitroprussid- 
reaktion war negativ. Beim Kochen mit Zinkstaub und Salzsiure wurde sie 
positiv, ohne daB dabei ein nennenswerter Geruch nach Mercaptan auftrat. 
Schwefelwasserstoff wurde nicht gebildet. 

Es wurden die folgenden Bestimmungen ausgefiihrt: 1. Amino- 
stickstoff, 2. Schwefel, polarographisch als -S-S-—, 3.Ge samtschwefel. 
Die folgenden Werte wurden erhalten: 


Aminostickstoff in der gesamten Lésung: 0,265 mg 
S—S age Pe = 0,932 
Gesamtschwefel .,_,, a >i 0,958 ,, 
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250 H. Theorell: 


Demnach lag der gesamte Schwefel als Disulfid vor. Das Ver. 
haltnis zwischen Aminostickstoff und Schwefel war 


0,265 - 32,06 1,27 


~ 0958-1401. +2 


Dieses atomare Verhaltnis war zu erwarten, wenn die ganze schwefel- 
haltige Seitenkette als solche von H Br-Eisessig abgespalten war, denn 
nach den Analysen enthielt diese Fraktion 2 genau 5,2 N auf 2S. 
Nach Abspaltung der 4 N-Atome des Porphyrinkerns wird das Ver- 
haltnis 1,.2N:28. 

Die Ninhydrinreaktion des abgespaltenen Restes war stark positiv. 
Die Ausbeute daran betrug 41 °%. 

Das nach der HBr-Eisessigspaltung isoelektrisch gefallte Por- 
phyrin wurde einer Fraktionierung mit Ather-Salzsiure unterzogen. 
Kin groBer Teil des Porphyrins blieb bei isoelektrischer Reaktion in der 
wisserigen Phase (nicht gespaltenes Porphyrin ¢), wahrend der Rest 
in die Atherschicht itiberging. Die Atherlésung wurde mit 0,1 °,iger 
Salzsiure extrahiert, wobei das meiste Porphyrin (Hamatofraktion) 
von der Saizsiure aufgenommen wurde. Der im Ather gebliebene Rest 
konnte mit Salzséure extrahiert werden. Die Hamatofraktion zeigte 
ein mit aus Hamoglobin dargestelltem, reinkristallisiertem Hamato- 
porphyrin IX identisches, saures Spektrum. Diese Ergebnisse ent- 
sprechen so genau denjenigen von Zei/e und Reuter [(4) 8.103], dab 
Salzsiurezah! und Spektrum als geniigende Bestaétigung der Befunde 
von Hill und Keilin, sowie Zeile und Mitarbeiter angesehen wurden. 
Nach diesen tritt, wie friiher erwihnt wurde, Haimatoporphyrin [X 
bei der Spaltung von Cytochrom c mit H Br-Eisessig auf. Das Mono- 
amino-dithio-hamin ¢ reagierte also in der gleichen Weise wie Cyto- 
chrom c mit H Br-Eisessig unter Bildung vofi Haimatoporphyrin. 

B. Die Bromwuassersto}/-Eisessigspaltung des Monoamino-dithio- 
hamatins ¢ wurde in ahnlicher Weise wie die vorhergehende ausgefiihrt. 
Angewandt wurden 28mg. Die farblose Lésung des abgespaltenen 
Restes (8 ccm) enthielt in 1 cem 0,0207 und 0,0226 mg Amino-N, Mittel- 
wert 0,0217 mg in 1 cem entsprechend 0,174 mg pro 8 ccm. Gesamt- 
schwefel in 2 ccm = 0,207 mg, entsprechend 0,828 mg 8 pro 8 ccm. 
Das Verhaltnis zwischen Aminostickstoff- und Schwefelatomen war: 


0,174- 32,06 0,962 
0828-1401 2 


oder innerhalb der Fehlergrenzen = 1: 2. 


Die Ninhydrinreaktion war annahernd gleich stark positiv wie 
diejenige einer dem Stickstoff nach aquimolaren Mengen von 1-Cystin. 
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Uber die chemische Konstitution des Cytochroms c. 251 


Diamino-dithio-himatin e¢. 

Da warmer Eisessig das Molekiil angreift, jedoch zur Eisenein- 
fiihrung notwendig ist, war es notwendig, die Erwarmung in Eisessig 
méglichst abzukiirzen, um eine dem Porphyrin c entsprechende Eisen- 
komplexverbindung darzustetlen (s. 8. 265). 


Die Analysen des erhaltenen Praparats zeigten auffallenderweise 
einen viel niedrigeren Gehalt an Chlor als sich fiir das Chlorhamin ce 
berechnen lieB. Der gréBte Teil lag wahrscheinlich als Hamatin ¢ vor. 
Es mu demnach so sein, daf} das Eisen schneller eintritt als das 
Chlor. Die Zeit des Erwirmens in Eisessig, 80 Sekunden, reichte offen- 
bar nicht zur Bildung von Chlorhamin. Die Analysen stimmten gut 
mit den fiir das ungespaltene Diamino-dithio-hamatin ¢ erwarteten 
Werten iiberein; demnach wire die Bruttoformel der Verbindune 
(,, H5.N,8.0, Fe OH. 

C. Die Bromwasserstoff-Eisessigspaltung des Diamino dithio-hdmatins c 
(10 mg) wurde wie in den friiheren Versuchen ausgefiihrt, mit dem Unter- 
schied, daB das Rohr nach Sattigung mit H Br zugeschmolzen und 2 Tage 
bei Zimmertemperatur belassen wurde. Dann wurde zur Trockne ein- 
gedampft und in Wasser aufgenommen, wobei sich fast alles léste. Die 
Lésung zeigte ein reines Spektrum des sauren Porphyrins. Das Porphyrin- 
gemisch wurde mit NaOH ausgeflockt, mit Ather geschiittelt und dann 
zentrifugiert. Die rotgefirbte Atherschicht wurde entfernt und die wasserige 
Phase klar filtriert. Der Ather wurde entfernt und das Ferrihydroxyd nach 
schwachem Alkalisieren entfernt. 

Das Volumen der farblosen Lésung war 5cem. Die Nitroprussid- 
reaktion nach Arnold war jetzt schon mit einem Tropfen Lésung stark 
positiv. Es waren also bei der Spaltung in zugeschmolzener Réhre 
SH-Gruppen aufgetreten. Es wurde dann wahrend 2 Stunden Sauer- 
stoff durch die Lésung geleitet, wonach die SH-Reaktion negativ 
wurde. 


Die Analysen zeigten, daf primarer Aminostickstoff nur in Spuren 
vorhanden war. Es war anzunehmen, da dieses Verhalten durch eine 
Peptidsynthese in der diesmal von Luftfeuchtigkeit abgeschlossenen 
H Br-Eisessiglésung bedingt war. 2,1 cem von der Lésung wurden mit 
der gleichen Menge konzentrierter Salzsiure versetzt und 5 Stunden 
unter RiickfluBkiihlung auf dem Wasserbad erwirmt. Dann wurde 
eingedampft und wieder in 2,1 cem Wasser gelést. Die Analysen 
zeigten, da der Aminostickstoff von neuem in gesamter Menge 
vorhanden war. 

Ergebnisse. 


Amino-N pro 1 ecm vor der Hydrolyse: 0,0038 bzw. 0,0040 mg 


Pe ae ye re 0;0256 ,, 0,0258 
—S—S—, polarographisch bestimmt: 0,060 mg 


17* 
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H. Theorell: 


Das atomare Verhaltnis zwischen Aminostickstoff, nach der Hydro 
lyse, und Schwefel war: 
0,0257 - 32,06 1,96 
0,060-14,01 2,00 


Die Ausbeute an abgespaltener Seitenkette betrug in diesem 
Falle 48%. 


Erérterung des chemischen Aufbaues des Porphyrins e. 

Es wurde oben eine Reihe von Beobachtungen mitgeteilt, die 
gewisse Schliisse auf die Konstitution des Porphyrins c zu ziehen er- 
lauben. 

1. Die Schwefelatome sind im Porphyrin ¢ zweiwertig, alkalistabil, 
weder als —SH noch als —S--S— gebunden, also wahrscheinlich als 

C—S—C:- 


2. Nach der Spaltung der verschiedenen Eisenkomplexverbindungei: 
mit H Br-Eisessig ist die Bindungsform des Schwefels veraindert. Wird 
die Spaltung in zugeschmolzene? Réhre vorgenommen, so treten SH- 
Gruppen auf, die unter dem Einflu8 von Sauerstoff (und Spuren von 
Eisen) zu —S—S— oxydiert werden. 

3. Das Monoamino-dithio-chlorhamin ¢ enthielt keinen Sauerstoff 
auBer den drei Carboxylgruppen. Bei der Spaltung mit H Br-Eisessig 
tritt Hamatoporphyrin IX auf, das bekanntlich zwei Hydroxyle in 
den zwei- bzw. vierstindigen Seitenketten enthalt. 

4. Die beiden Amino- und die beiden Carboxylgruppen stehen je 
paarweise in g-Stellung zueinander, denn beide geben positive Nin- 
hydrinreaktion und zeigen bei der elektrometrischen Titration die 
typische gegenseitige Abschwachung der —NH, und —-COOH in 
o-Stellung. 


Die angefiihrten Tatsachen lassen sich in der folgenden Struktur- 
formel des Porphyrins ec ausdriicken: 
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Uber die chemische Konstitution des Cytochroms c. 253 


NH, COOH NH, COOH NH, COOH NH, COOH 
CH CH ‘CH CH 
| | 

+C | C,H, 0 
C,H,,0 + 2H | l 
+0 | SH SH 
S 8 HBr, HAc. 
> 
CH-CH, ¢y.CH-CH, Hydrolyse OH OH 
CH CH.CH, CH-CH 
H, ( CHy 
N NH— 4 CH 

CH CH N NH 

7 NH N CH CH 

H,C-<¢ é -CH, 

\ cH Va usw. 

| | 

CH, CH, 

| | 

CH, CH, 

| | 

COOH COOH 

(II) 


Uber die Gruppe C,H,,0 lassen sich folgende Vorstellungen ent- 
wickeln: 

Fiinf von den sieben C-Atomen werden in Eisessiglésung bei 
100°C zusammen mit der Gruppe H,N-—-CH—COOH allmahlich ab- 
gespalten. Fiir das dabei entstandene Monoamino-dithio-hamin ¢ lieBe 
sich folgende Forme! aufstellen: 


NH, COOH 


usw. 


(III) 











en ees 








sanieitdipeteties 














254 H. Theorell : 


Unter Beriicksichtigung der Unsicherheit der Elementaranalysen 
kamen fiir die Gruppe C,H,(+-CH,?’) viele verschiedene Formu 
lierungen in Betracht. Am meisten interessiert zunachst die Frage, ob 
die beiden S-Atome in der Seitenkette durch eine Kohlenstoffbriicke 
verbunden sind oder nicht, also z. B. 


NH, COOH NH, COOH 

CH CH 

| | 

CH cu, FF on, CH, 
| | 

s S S s 

| | | | 

(IV) (V) 


Die verschiedenen Isomerieméglichkeiten werden hier auBer acht 
gelassen; die beiden Beispiele wurden deswegen gewahlt, weil sie der 
biologisch bekannten Aminosadure Cystein am nachsten stehen. 

Die Formulierung mit Briickenbindung (IV) erscheint bisher als 
die am meisten wahrscheinliche, 

a) weil sie mit den Wasserstoffanalysen besser iibereinstimmt. Die 
Beweiskraft dieses Argumentes ist infolge der analytischen Ungenauig- 
keit als gering einzuschatzen: 

b) weil bei der HBr-Eisessigspaltung einer Verbindung vom 
Typus V in offenem GefaiB das Verhaltnis S: N = 2:1 kaum bestehen 
kénnte. Dies ist jedoch der Fall. Bei der Spaltung von (V) miiBten 
zunachst fliichtige Mercaptane entstehen und wenigstens zum Teil 
entweichen, bevor sie (in HBr-Eisessig!) durch Luft zu fliichtigen 
Disulfiden oxydiert wiirden. 

Diese Tatsachen sprechen alle fiir eine C—C-Bindung zwischen den 
zu jedem Schwefelatom gehérenden Atomkomplexen. 

Es sei noch hervorgehoben, daB die Abwesenheit von besonderen 
Absorptionsbanden des Porphyrins c im ultravioletten Gebiet den 
obigen Uberlegungen nicht widerspricht. 


Uber die Konstitution des Cytochroms e. 


Behandelt man Cytochrom ¢ mit Bromwasserstoff und Eisessig, 
so entsteht Himatoporphyrin. Nun haben Zeile und Piuiti (I. c.) 
gezeigt, daB Peptidbindungen, welche an den Propionsdureresten von 
Meso- und Deuteroporphyrin bestehen, von H Br-Fisessig nicht an- 
gegriffen werden. Die Verfasser schlieBen daraus, daB eine solche 
Peptidkonfiguration im Cytochrom c unwahrscheinlich ist. Die Propion- 
siurecarboxvle miiBten also im Cytochrom c frei sein. 
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Uber die chemische Konstitution des Cytochroms ce. 255 


Bei der milden Enteisenung des Cytochroms mit HC! entsteht (1) 
ein hochmolekulares Produkt, von dem sich Aminosauren durch saure 
Hydrolyse stufenweise abtrennen lassen. Das Ergebnis einer vol!- 
staindigen sauren Hydrolyse mit HCl ist das oben beschriebene Por- 
phyrin c. Die angetiihrten Ergebnisse zeigen, daB die LiweiBkomponente 
des Cytochroms c, wenigstens zum groBen Teil, durch Peptidbindungen 
mit einer oder mehreren der Amino- und Carboxylgruppen der schwe jel- 
haltigen Seitenkette verbunden ist. 

Es ist Auffassungssache, ob man den Diamino-dicarboxy-dithio- 
komplex zur prosthetischen Gruppe des Cytochroms ¢ zahlt (das Ha- 
matin ec ware in diesem Falle die prosthetische Gruppe) oder ob man 
es zur EiweiBkomponente rechnet; die beiden Schwefelatome wiirden 
dann die Verbindungsbriicke zwischen prosthetischer Gruppe und EiweiB- 
komponente bilden. Das letztere scheint mir einfacher und besser zu 
sein, weil die schwefelhaltige Seitenkette Aminosaurecharakter hat und 
mit der tibrigen EiweiBkomponente durch Peptidbindung(en) verbun- 
den ist. 

Wir haben es demgemadB im Cytochrom c mit einer neuurtigen Ver- 
bindung zwischen prosthetischer Gruppe und KiweiBkomponente zu tun, 
die durch zwei Schwefelatome in Thioétherbindung gebildet wird. 

Frither bekannte Bindungsarten sind: Zwischen Globin und Eisen- 
atom im Hamoglobin; Phosphorsiure, NH-Gruppe und EiweifB im 
gelben Ferment; Phosphorsaure, vielleicht Adenin-NH, und Eiweib 
in Pyridinnucleotidproteiden. In den (allerdings noch wenig bekannten) 
Thiamin-pyrophosphorsaure-proteiden liegen wahrscheinlich ahnliche 
Verhaltnisse vor. In allen diesen Proteiden ist die Verbindung zwischen 
EiweiBkomponente und prosthetischer Gruppe locker und laBt sich 
reversibel auflésen. Dasselbe gilt nach den neuesten Ergebnissen von 
Kubowitz (8) auch fiir die Kartoffeloxydase und fiir das Hamocyanin, in 
welchen reversibel abspaltbares Kupfer die prosthetische Gruppe ist. 

Anders liegen die Verhaltnisse beim Cytochrom c. Die Verbindung 
durch zwei Schwefelatome ist gegen 20°%ige Salzsiure bei 100°C 
bestindig und laBt sich erst durch H Br-Fisessig auflésen. Daher die 
Unmoéglichkeit, das Cytochrom c reversibel zu spalten. 

Die Bildung des Cytochroms c kénnte man sich so vorstellen, dab 
beim Zusammentreffen von Protohamatin und der reduzierten Form 
der schwefelhaltigen Seitenkette, wo also zwei SH-Gruppen frei sind, 
eine Addition zwischen Vinylgruppen und SH-Gruppen unter Auflésen 
der Vinyldoppelbindungen stattfinde. Ob die Vereinigung wirklich so 
verlauft, miissen weitere Versuche aufklaren. Jedenfalls erdffnet diese 
Betrachtungsweise eine Moéglichkeit, den Vinylgruppen des Proto- 
hamatins eine besondere physiologische Funktion zuzuschreiben. 
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fs gibt selbstverstandlich andere Méelichkeiten: —SH_ kénnte 
z. B. mit eimer Formylgruppe unter Bildung von Halbmercapta! 
reagieren, wobei der Schwefel in Thioatherbindung kommt. Besonders 
bemerkenswert ist, dal} das dem Warburgschen Atmungsferment nahe 
stehende Spirographishimin eine Formylgruppe enthalt [0. Warburg 
E. Negelein und E. Haas (9), H. Fischer und C. vr. Seemunns (10)). 


Uber die hiimochromogenbildende Gruppe. 


Zeile und Reuter (1. c¢.) nahmen an, daB auBer der eigentlichen 
Proteinkomponente noch eine damit nur durch das Ham verbundene 
hamochromogenbildende Gruppe im Cytochrom ec vorhanden ist. 
Gegen diese Auffassung kann folgendes eingewandt werden: 

1, Cytochrom ¢, inn /10 Salzsaure gelést, zeigt das typische Spektrum 
eines sauren Hamatins. Hier sind also die (kvordinativen ’?) Bindungen 
zwischen hamochromogenbildender Gruppe und Eisenatom aufgelést. 
Wird nun eine solche Lésung 24 Stunden gegen n/10 Salzsaure dialysiert, 
die Innenfliissigkeit dann neutralisiert und mittels Na, S,O, reduziert, 
so erscheint das Spektrum des reduzierten Cytochroms ¢ vollkommen 
unverindert. Die hamochromogenbildende Gruppe ist also nicht, 
trotzdem ihre Bindung zum Eisenatom aufgelést war, in die AuBen- 
fliissigkeit tibergetreten. Dies kiénnte darauf beruhen, dats sie hoch- 
molekular ist. Entweder ist sie bei saurer Reaktion frei von dem Rest 
des Cytochroms (a) oder sie ist mit’ der EiweiBkomponente immer noch 
verbunden (b). 

2. Die Ergebnisse der bei The Svedberg in Upsala von K.J. J. 
Andersson und Kai O. Pedersen (11) ausgefiihrten Ultrazentrifugierungen, 
wobei vom Verfasser dargestelltes Cytochrom c untersucht wurde, 
sprechen sehr stark fiir oder beweisen sogar die Richtigkeit der Méglich- 
keit b. K.O. Pedersen schreibt (briefliche Mitteilung): ,,Das Stabilitats- 
gebiet reichte mindestens von py 3 bis zu py 10 mit einer durchschnitt- 
lichen Sedimentationskonstante von 1,89-10-'. Wir haben eine 
Zentrifugierung bei py 1,4 durchgefiihrt; diese ergab s,, = 1,61 - 10~-™ 
oder einen etwas niedrigeren Wert als die anderen Zentrifugicrungen. 
Ich wage es nicht auf Grund dieses einzigen Versuchs zu sagen, ob der 
Unterschied reell ist, oder ob er auf einem Versuchsfehler beruht. Der 
Unterschied zwischen sy) = 1,61 und sy, = 1,89 (- 10-1) ist indessen 
so gering, daB das Molekulurgewicht sicher nicht durchgreifend ver- 
andert sein kann. Als Filter wurde bei der Lichtabsorptionsmethode 
ein Ni-Oxydfilter (A = 366 mu) verwendet, so daB die Sedimentation 
der gefirbten Gruppe studiert wurde. Die Kurven waren im tibrigen 


gleich schén, wie zwischen py 3 und pu 10. 
Da also die himochromogenbildenden Gruppen in saurer Lésung 
gemaB 1 nicht niedrig-molekular und dialysabel, nach 2 nicht hoch- 
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Uber die chemische Konstitution des Cytochroms ec. 257 
molekular und frei von der gefarbten Gruppe sind, so bleibt als einzige 
vahrscheinliche SchluBfolgerung, daB sie mit der KiweiBkomponente 
verbunden sind, 


Die chemische Natur dieser hamochromogenbildenden Gruppen 
ist natiirlich von gréBtem Interesse, weil diese fiir die funktionellen 
Kigenschaften des Cytochroms ¢ mit verantwortlich sind. Da sie mit 
er6Bter Wahrscheinlichkeit in die KiweiSkomponente eingebaut sind 
ihnlich wie im Hamoglobin so wird es eine schwierige Aufgabe 
werden, sie mit praparativen Methoden zu erfassen. Es soll hervor- 
vehoben werden, da die hamochromogenbildenden Gruppen im Himo- 
globin noch unbekannt sind, trotzdem das Hamoglobin als Ausgangs- 
material unvergleichlich viel leichter und billiger zuganglich ist als das 
Cytochrom ec. 

Die Konstitutionsformel des Cytochroms ¢ kénnte nach den obigen 
Ausfiihrungen folgendermalien geschrieben werden: 


KiweiB 


< Peptidverbindungen 
NH, COOH NH, COOH 
CH CH 
bas, ween | 
C,H,,0, + ¢, 2H, +0 
s s 
| | 
CH-CH, CH; CH.-.CH, 
| | 
, CH 
H,C. 
N N 
CH Fe CH 
N N Y 
H,C. I CH 
3 pe, CH 5 
| 
CH, CH, 
| | 
CH, CH, 
| | 
COOH COOH 
(VI) 


Die Konstitution der Gruppe C,H,,O wurde bereits oben (8. 253) 
erortert. 
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E xperimentelles. 


Analysenmethoden. Die C- und H-Bestimmungen wurden von Dr.-Ing. 
A. Schoeller, Berlin-Schmargendorf, ausgefiihrt. 
N wurde von Schoeller nach Mikro-Dumas (Pregl) und von uns selbst 
nach dem Mikro-Kjeldahl-Verfahren bestimmt. 
Die Bestimmungen des Aminostickstoffs geschahen nach van Slyke (12) 
im geschlossenen manometrischen Apparat. Volumen der gréBeren Kuge! 
10cem, der kleineren 0,4ceem. Etwa 0,3 » Aminostickstoff gaben also eine 
Druckdifferenz von 1 mm Quecksilber. Die Hempel-Pipette mit alkalische: 
Permanganatlésung wurde stets kiihl gehalten, was fiir die Genauigkeit des 
Verfahrens wesentlich ist. 
100 ;- 
mm. 
90 











Volt 


Abb. 4. 
Polarographische Bestimmung von Disulphidgruppen. 


Der Gesamtschwefel wurde wie folgt bestimmt: Verbrennung im Platin- 
schiffehen in Pregls Perlenrohr, Titrierung der gebildeten Schwefelsaure 
nach einem Verfahren von B. Josephson (im Druck). Das Prinzip dieses 
Verfahrens ist: Zusatz einer genau gemessenen, Menge von Bariumchlorid 
und danach bei bestimmtem py Ausfaillung des Bariumiiberschusses mit 
einem abgemessenen UberschuB8 von Chromat; filtrieren; jodometrische 
Titration des Filtrats auf Chromat. Die Methode gab sehr gut iiberein- 
stimmende Werte mit Schwefelmengen von 0,1 bis 0,3 mg. 

Polarographische Bestimmung von Disulfidschwefel. Es wurde gefunden, 
daB sich Disulfidverbindungen in n/10 Tetramethylammoniumhydroxyd 
gut polarographieren und quantitativ bestimmen lassen. Es wurde das 
Instrument von Leybold, Kéln, angewandt. Die von Brdiéka (13) vor- 
geschlagene Polarographierung von —-S—-S— in CoCl, + NH,Cl schien 
insofern nachteilig, als die Cystinstandardlésungen darin instabil waren. 
Disulfide geben in n/10 Tetramethylammoniumhydroxyd eine S8-férmige 
Reduktionsstufe mit dem Inflexionspunkt auf der halben Héhe bei 1,15 Volt. 
Die Héhe der Reduktionsstufe mit der Galvanometerempfindlichkeit 
dividiert, war in den angewandten Konzentrationen der Cystinstandard- 
lésung (0,25 bis 1 mg Cystin im ecm) proportional der Konzentration. 


Die Abb. 4 zeigt die Polarogramme der Cystinstandardlésungen und 
der Lésung der abgespaltenen Diamino-dithio-seitenkette (s. 8.251); 
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von der letzteren wurden 0,6 cem + 0,15 cem n/2 Tetramethylammo- 
niumhydroxydlésung zur Polarographierung genommen. 

Die Bestimmung der unbekannten —S—S-Konzentration geschah 
graphisch durch Eintragen der der Stufenhéhe entsprechenden Werte: 
Empfindlichkeit wie die eine Koordinate, Konzentration wie die dazu 
rechtwinklige Koordinate. Die Polarographierung von Porphyrin ¢ 
und von Hdmatoporphyrin IX wurde in 0,2 n Tetramethylammonium- 
hydroxyd ausgefiihrt. Beide Substanzen zeigten ein unterhalb 1,8 Volt 
zweistufiges Polarogramm mit den in der Tabelle I angegebenen Volt- 
werten auf der halben Héhe der Stufen. Siehe auch Abb. 5. 

80- 
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Volt 
Abb. 5. Polarogramme von Porphyrin c, bzw. Hiimatoporphyrin 
in 0,2 n Tetramethylammoniumhydroxydlésung. 


Tabelle I. 





1. Stufe 2. Stufe 
Porphyrine ........... | 1,26 Volt | 1,56 Volt 
Hamatoporphyrin ..... Loe hoe. 


Um Anhaltspunkte iiber die Héhe dieser Porphyrinstufen im Ver- 
haltnis zu einer —S—S-Stufe zu bekommen, wurde die folgende Be- 
rechnung durchgefiiirt, die deswegen wichtig ist, weil sie die Abwesen- 
heit von —S—S-Gruppen im Porphyrin ¢ dartut. 

Wenn a= die Héhe der Reduktionsstufe in mm, b = die relative 
Empfindlichkeit des Galvanometers und ¢ = die molare Konzentration ist, 
so muB a/b-c¢ = eine Konstante sein, die fiir die spezifisehe Héhe der 
Reduktionsstufe ma®gebend ist. 


Die Berechnung an einem Polarogramm ergab: 


Tabelle I. 





- a 


Substanz Meg" 
Porphyrin ¢ (beide Stufen addiert)..... 1,77 - 10° 
Hamatoporphyrin (beide Stufen addiert) 1,60- 10° 
Cystin, S-S-Stufe ...... Searles aie Oe 1,51 - 10° 
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Man ersieht ohne weiteres aus den Werten, da8 ein Porphyrin « 
mit einer —S--§$-Gruppe im Molekii!l eine dreistufige Kurve (1,15, 1,26, 
1,56 Volt) mit der Héhe a/b-e¢ = (1,77 1,51) - 109 = 3,28- 10° hatte 
ergeben miissen, wenn die Stufen sich direkt addiert haitten, was wahr- 
svheinlich ist, jedoch beim jetzigen Stande der Polarographie noch 
nicht als sicher angesehen werden darf. 


Chlor wurde nach Veraschen mit bestimmten Mengen von Na,PHO, 
und KNO, durch elektrometrische Titration mit AgNO, mit einer Mikro- 
biirette nach Linderstrom-Lang, Palmer und Holter (14) bestimmt. Ungefahi 
1 mg Substanz reichte fiir sechs bis acht Titrationen aus. 

Eisen wurde nach Veraschung mit Sulfosalicylsiure in ammoniakali 
scher Lésung nach Lorber (15) bestimmt. Die Ablesung erfolgte im Stufen- 
photometer, Filter S 47. 

Die Titrationskurven wurden mit Glaselektroden nach Me Innes be- 
stimmt. Die Substanz, etwa 20 mg, wurde in einer kleinen Wageflasche 
abgewogen, 2ccm kohlensaéurefreies Wasser zugegeben, die Flasche dann 
mit einer diinnen Gummimembran bedeckt, welche durch eine ringsherum 
gelegte Gummischnur festgehalten wurde. Es wurden durch entsprechende 
Lécher in der Membran die Glaselektrode, die Verbindungsréhre zur 
Kalomelelektrode, die Mikrobiirette (nach Linderstrem-Lang) und eine 
Zuleitungsréhre fiir Wasserstoff eingefiihrt. Die Wasserstoffréhre tauchte 
nicht in die Fliissigkeit ein; der Wasserstoff wurde in so starkem Strom 
zugeleitet, daB auch in mehreren Stunden keine Spur von atmospharischer 
Kohlensaéure aufgenommen wurde. Es wurde zuerst aus einer Mikrobiirette 
ein abgemessener UberschuB von n Natronlauge zugegeben, worauf mit 
n HCI aus einer anderen Biirette titriert wurde. Die Anordnung bewahrte 
sich sehr gut, besonders weil die Fliissigkeit in der Wageflasche durch 
Herumschwenken leicht und griindlich nach jedem Zusatz durchgemischt 
werden konnte. Die Ergebnisse sind in den Abb. 2 und 3 wiedergegeben. 
Die Titration des Porphyrins ec ergab 2'/, Aquivalente in der starker sauren 
Stufe plus 2,0 in der schwacher sauren Stufe. Dieses Verhalten scheint 
darauf zu beruhen, daB bei der isoelektrischen Fallung von Porphyrinen 
manchmal etwas freie Salzsaure mitfallt. Es wurde z. B. gefunden, daf 
reines Hamatoporphyrin nach isoelektrischer Fallung 2'/, saure Aqui- 
valente gab. 


Darstellungsverfahren und Analysenwerte. 
Darstellung von Cytochrom c. 


50 Kuhherzen werden méglichst von Fett und Bindegewebe befreit 
und gemahlen. Das gemahlene Fleisch wird in einer Zentrifuge, wie sie 
zum Trocknen von Wasche benutzt wird, von Biut befreit. Etwa 
7 Liter blutgefirbte Fliissigkeit werden dabei entfernt. Der Riickstand 
betragt 60 kg Muskelmasse. 60 Liter 2,5 °ige Trichloressigsiure werden 
zugemischt und 2 Stunden stehen gelassen. Das Extrakt wird zuerst 
abgeseiht und dann auf der Zentrifuge der Rest gewonnen. Nun wird 
mit 6n Natronlauge neutralisiert und der entstandene Niederschlag in 
einem Separator entfernt. Die klare Fliissigkeit wird mit Ammonium- 
sulfat (50 kg pro 100 Liter Fliissigkeit) versetzt und ausgeschiedene 
Verunreinigungen abfiltriert. Jetzt wird mit 5n Schwefelsiure auf 














26. 
tte 
hr- 


och 


1O, 
ro- 


aly 


ali 
fen- 


be- 
che 
ann 
um 
nde 
zur 
sine 
‘hte 
rom 
‘her 
ette 
mit 
irte 
irch 
scht 
en. 
iren 
eint 
nen 
dal 
qui- 


reit 

sie 
twa 
and 
den 
erst 
vird 
, in 


um - 
lene 
auf 














Uber die chemische Konstitution des Cytochroms ec. 261 


pu = 4 gebracht, 30 Minuten stehen gelassen und der Niederschlag, 
der das Cytochrom enthalt, abfiltriert, wieder in 1 bis 3 Liter Wasser 
gelést und durch Zusatz von Ammoniumsulfat erneut gefallt und 
abfiltriert. Das in dieser Weise umgefallte Cytochrom ¢ wird in etwa 
| bis 2 Liter Wasser gelést und mit einem so groben Uberschu8 von 
gesattigter Barytlésung versetzt, da alles Cytochrom ec am BaSO,- 
Niederschlag adsorbiert wird. Die dazu nétige Menge von Baryt wird 
in einer kleinen Vorprobe jedesmal bestimmt. Der Niederschlag von 
rosa gefarbtem BaSO, wird abzentrifugiert, in Wasser fein verteilt, 
wieder abzentrifugiert und nochmals in Wasser aufgeschlemmt. Die 
Aufschlemmung wird zur Entfernung von Ammoniakresten unter 
vermindertem Druck eingedampft. SchlieBlich wird das Cytochrom ¢ 
mit 300 bis 400 cem n/10 Salzsaure, in zwei Portionen verteilt, elniert, 
was auBerordentlich leicht und vollstandig gelingt. Die eventuell noch 
vorhandenen Ba-lonen werden durch Zusatz einer Aaquivalenten 
Menge von Schwefelsaure entfernt. Man erhalt in dieser Weise eine 
braune Lésung mit saurem Hamatinspektrum, die sowohl mit BaCl, 
wie mit H,SO, eine schwache Triibung gibt. Solche Lésungen wurden 
direkt weiter zu Porphyrin ¢ verarbeitet. Der Reinheitsgrad des Cyto- 
chroms ¢ ist zumindest gleich 0,9. 


arstelluny von reinem Porphyrin c. 
Darstellun: Porphy 


Beispiel. 12,4g Cytochrom (optisch gemessen; Reinheitsgrad 
= 0,92) in 618 cem n/10 HCl wurden unter Eiskiihlung mit HCl-Gas 
gesattigt und 1 Stunde stehen gelassen. Die purpurfarbene Lésung wurde 
mit dem 1!/,fachen Volumen Wasser versetzt. Die nunmehr in bezug auf 
HCl etwa 20°%ige Lésung wurde auf drei Fraktionierkolben von je 
| Liter verteilt, evakuiert und zugeschmolzen. Darauf wurde 60 Stunden 
auf dem Wasserbad hydrolysiert. Hiernach wurden die Kolben gekiiblt 
und gedffnet, die Fliissigkeit vom schwarzen Niederschlag durch 
Filtrieren getrennt und dann so lange 33° ,ige NaOH zugegeben, bis 
die Salzsiure zu *,, neutralisiert war. Der Niederschlaz wurde ab- 
filtriert und dem Filtrat noch NaOH zugegeben, bis alles Porphyrin c 
bei etwa pu = 4 ausflockte. Die Flockung wurde abzentrifugiert. 
Die Mutterlauge war hell gelbbraun und enthielt nur Spuren von 
Porphyrin. Der Niederschlag wurde wiederholt mit Wasser gewaschen, 
bis er die Neigung zeigte, in kolloidale Lésung zu gehen. Eine der- 
artige kolloidale Lésung von Porphyrin ¢ in Wasser kann durch 
Zusatz von Spuren von HCl und NaC! zur Ausflockung gebracht 
werden. Das gewaschene Porphyrin ¢ wurde in 20 com n 10 Salzsdure 
gelést und mit dem gleichen Volumen gesattigter Pikrinsaéure gefallt. 
Das Pikrat fallt zuerst voluminés und gequollen aus, wandelt sich aber 
bald in einen schwarzen, kérnigen Niederschlag von kleinem Volumen 
um. Das Pikrat wurde abzentrifugiert und tiber P,O,; im Vakuum ge- 
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trocknet. Es wurde nach dem Trocknen in 65 ccm einer 1 °,igen Lésun; 
von Pikrinsaéure in Aceton gelést. Etwas ungeléstes, stark aschehaltiges 
Material wurde abzentrifugiert und verworfen. 65 cem Benzol wurden 
zugesetzt; die dabei ausfallende Fraktion enthielt etwas Porphyrin c, 
aber gleichzeitig so viel Verunreinigungen, dal} es sich nicht lohnte, sie 
weiter zu verarbeiten. Es wurden nochmals 32,5 ccm Benzol zugesetzt, 
wobei die Porphyrin c-Fraktion 1 ausfiel. Zur Mutterlauge wurden 
noch 250 cem Benzol zugesetzt, worauf die Hauptmenge des Porphyrin- 
pikrats ausfiel und abzentrifugiert wurde (Fraktion 2). Die Mutter- 
lauge enthielt nur Spuren von Porphyrin. Die Pikrinséure wurde aus 
den Fraktionen 1 und 2 mit Ather und n Salzsiure entfernt, der Ather 
abgeblasen und die Porphyrinfraktionen mit NaOH ausgeflockt, mit 
Wasser gewaschen und getrocknet. Die Fraktion 1 wog 54 mg, die 
Fraktion 2 354 mg. Die Fraktion 1 ist noch etwas unrein. Die Licht- 
absorption bei 553 my. in n HCl ist meistens 10°, zu niedrig, wahrend 
eine braune Verfairbung die Lichtabsorption bei 490 my vom Wert 
0,3 - 10-8 qem Mol fiir das reine Porphyrin c auf 0,6 bis 0,7 - 10-7 erhoht. 
Der Aschegehalt ist meistens hoch, 5 bis 10°. Der Schwefel- und 
Stickstoffgehalt ist dagegen ungefahr so wie im reinen Porphyrin c. 
Deshalb wurden die Fraktionen 1 von mehreren Darstellungen vereint 
und als Pikrat noch einmal der Aceton- Benzolfraktionierung unterworfen, 
wobei in etwa 50 %iger Ausbeute reines Porphyrin ¢ erhalten wird. 


Eigenschaften des reinen Porphyrins c. 


Tief braunrotes Pulver, etwas hygroskopisch. Unldslich in allen 
untersuchten neutralen Lésungsmitteln, dagegen léslich in Alkalien 
und Sauren, in Alkoholen bei saurer oder alkalischer Reaktion und in 
saurem Acetoun. Léslich in Eisessig. In Ather und Chloroform bei allen 


pu-Werten unléslich. ‘ 
Analysen. 


Fraktion 2 des beschriebenen Praparats (Porphyrin ,,25*‘). Asche beim 
vorsichtigen Veraschen ohne Gliihen; Mitte] aus mehreren Bestimmungen 
5,0 % auf trockene Substanz bezogen. Der Gewichtsverlust beim Trocknen 
bei 60°C im Hochvakuum betrug durchschnittlich 4%. 

CH (Schoeller; in der Bichromatschmelze verbrannt). 4,338 mg: 
0,174 mg Gewichtsverlust. 4,164 mg gaben 8,825 mg CO,, 2,156mg H,O 
= 57,81% C, 5,79% H. 2,295 mg: 0,092 mg Gewichtsverlust. 2,203 mg 
gaben 4,655 mg CO,, 1,168 mg H,O = 57,66% C, 5,93 % H. 

N (Schoeller). 2,910 mg: 0,116 mg Gewichtsverlust. 2,794 mg: 0,217 cem 
N,, 21°, 771mm = 9,15% N. 3,347 mg: 0,120mg Gewichtsverlust. 3,227mg: 
0,255 ccm Ng, 23,5°, 771 mm = 9,23 % N. 

Aminostickstoff. 2,40 mg trocken pro 1 ecem. 1 cem gab 249,9 mm Hg 


bei 0,4cem minus Blindwert 14,1mm = 235,8mm Hg, 229 = 2,99% 
Aminostickstoff. 

Schwefel. 3,850 mg, Gewichtsverlust 0,116 mg. 3,734 mg: 0,206 mg 
Asche, 0,2597mg S = 6,96% S. 3,150mg, Gewichtsverlust 0,126 mg. 
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3,024 mg, Asche verungliickt, 0.2096 mg S = 6,93 % S. 3,246 mg, Gewichts- 
verlust 0,146 mg. 3,100 mg, Asche 0,149 mg, 0,2120mg S = 6,84% S. 
Mittel aus allen Analysen: C = 57,74%, H = 5,86%, N = 9,19%, Amino- 
stickstoff = 2,99%, S = 6,91 %. 

Diese Werte miissen noch fiir 5°, Asche korrigiert werden. Eine 
derartige Korrektion ist nicht ohne weiteres zulassig. Doch zeigen die 
Analysen des Porphyrins ,,41‘‘ (s. unten), da die direkt bestimmte 
Asche den summierten Werten von Na, Cl und Fe sehr nahekommt. 

Die korrigierten Weeate sind: C = 60,78 %, H = 6.17%, N = 9,67 %, 
Aminostickstoff =- 3,15°%, S = 7,27°%, O ber. = 16,11 % 


Analysen eines in gleicher Weise dargestellten Prdparats (,,24**). 

Aschegehalt im Mittel 3,5°,; Feuchtigkeit im Mittel 2,83 °%,. 

CH (Schoeller, Bichromatschmelze): 4,330 mg, 0,125 mg moerentTy 
lust. 4,207 mg gaben 9,015 mg CO,, 2,257 mg H,O = 58,45°%, C, 6,00%, H. 
2,327 mg, 0,066mg Gewichtsverlust. 2,261 mg gaben pyre mg CO,, 
1,244 mg H,O = 58.46% C, 6,16% H. 

N (Schoeller): 2,365 mg, 0,059 mg Gewichtsverlust. 2,306 mg gaben 
0,187 com Ng, 22,5°, 771 mm = 9,51% N. 

3,183 mg trocken, 0,106 mg Asche, 0,2179 mg S = 6,85%. 3,165 mg 
trocken, 0,2141 mg S = 6,76% S. 

Mittelwerte nach Korrektion fiir 3,5°, Asche: C = 60.58%, 

H =: 6,30%, N = 9,86%, S = 7,06%, 0 = 16,20% 


Analysen des Porphyrinpriparats ,,41*. 


Analysen der Asche. Vorsichtiges Veraschen der getrockneten Substanz 


ohne Gliithen ergab 3,29 bzw. 3,33 % Asche; Mittel = 3,31. Fe = 0,8% 
als Fe,O, berechnet = 1,14%. 3,31 — 1,14 = 2,17°% andere Asche als 
Fe, Os. 


Als Kation ist nur Na vorhanden; 2,17 % NaCl enthalt 0,85 °%, als Na; 
2,17% Na,CO, enthalt 0,94% als Na. Ohne groBen Fehler kann man also 
den Mittelwert mit 0,90% Na nehmen. 

Cl: Zwei Bestimmungen ergaben 1,46 bzw. 1,47% Cl. 

Die ,,Aschenbestandteile‘* sind also Fe = 0,80%, Na = 0,90°, und 
Cl = 1,47%, oder zusammen 3,17 %, also fast genau soviel wie der durch 
direkte Veraschung bestimmte Riickstand. 

CH (Schoeller, R srbrennung im Platinschiffchen): 4,448 mg, 0,222 mg 
Gewichtsverlust. 226 mg, 9,270 mg CO,, 2,250 mg H,O, 0,065 mg Rest: 
59,87 %, C, spotty H 

N (Schoeller): 2,985 mg, 0,135 mg Gewichtsverlust. 2,850 mg ergaben 
(),228 cem Ng, 22,59, 761mm = 9,25% N. 

Zwei Bestimmungen von Aminostickstoff auf je 1,5 mg_ trockener 
Substanz ergaben 2,69 bzw. 2,70 Amino-N. 

S: 3,544mg, 0,092mg Gewichtsverlust. 3,452 mg, 0,2437mg 8S 
= 7,06 %. 


Nach der Korrektion fiir 3, il Rca sit C = 61,83 %, 
H = 6,16%, N = 9,55 %, Amino-N = 2,79 %, S = 7,29%, O = 15,17 %. 

Die Tabelle zeigt die erhaltenen Werte im Veugheith mit der fiir 
die angenommene Forme! C,,H,,N,S,0, berechneten Werte. 
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Tabelle III. 





Cc H N 5 | Cc Amino-\ 

Porphyrin 25 gef. ...... 60,78 | 617 | 967 | 7,27 | 1611 | 3,15 
. DR icvetieuvnen 60,58 6,30 9,86 7,06 | 16,20 | — 

‘ ae Fecuss 61,83 6,16 9,55 | 7,29 | 15,17 | 2,79 
Cys Hyg Ng Sq Og ber. .... | 60,91 6,14 9,48 | 723 | 1624 | 3,16 


Monoamino-dithio-chlorhimin ec. 

Die Darstellung dieser Verbindung geschah wie folgt: 0,20 g reines 
Porphyrin ec wurden in mehrfach erneuten kleinen Mengen Eisessig auf 
dem Wasserbad gelést und 12 mg Kochsalz, in einem Tropfen Wasser 
gelést, zugesetzt. Zur warmen Lésung wurde allmahlich Ferroacetat 
in Eisessig zugegeben, bis das Porphyrinspektrum verschwunden war. 
Beim Eindampfen in Vakuumkolben unter Zuleitung von trockener 
Luft durch die Kapillare und vielfach wiederholtem Zusatz von méglichst 
wasserfreiem Eisessig fiel das Monoamino-dithio-chlorhamin cals 
schwarzer, feiner Niederschlag aus. Nach zweimaliger Umfallung durch 
Lésen des Niederschlags in Fssigsiure, die etwas Wasser enthielt und 
Entfernen des Wassers in gleicher Weise wie zum ersten Male, wurde mit 
Ather, Dioxan, Wasser, Dioxan und Ather gewaschen und getrocknet. 
Diese erste Fraktion wog 100mg. Eine zweite Fraktion wurde in 
gleicher Weise aus den vereinigten Essigsiure-Mutterlaugen gewonnen. 
Gewicht 46 mg. . 

Kigenschaften: Unléslich in Wasser, leicht léslich in verdiinnten 
Alkalien. Schwer léslich in Eisessig, leicht léslich nach Zusatz von 
Spuren von Wasser. Léslich in Mineralsdiuren. Unléslich in Ather 
Hygroskopisch nach Trocknen bei 60° C bis zur Gewichtskonstanz. 

Asche: 3,066 mg, 0,123 mg Gewichtsverlust beim Trocknen. 2,943 mg, 
0,353 mg Asche = 11,99. 2,999 mg, 0,120 mg Gewichtsverlust. 2,879 mg, 
0,346 mg Asche = 12,02%. Mittel = 12,01 %. 

Eisen: 0,979 mg trocken, 65,8 » Fe = 6,71° 
63,7 » Fe = 6,69%. Mittel = 6,70 %. 


> 0,952 mg_ trocken, 


Hieraus berechnet sich: 9,57°, Fe,O,, 2,44°, iibrige Asche. 

Wenn die iibrige Asche aus NaCl besteht, so berechnet sich Na 
= 0,96 %,; wenn sie aus Na,CO, besteht 1,06°%,. Mittel = 1,01°, Na. 

Chlor: 1,092 mg, 61,5 y Cl = 5,63 %. 

Von den 5,63°, Cl muB ein Teil als Natriumchlorid vorliegen; aut 
1,01% Na kommen 1,56% Cl. 5,63 % — 1,56% = 4,07% Cl, am Eisen- 
atom gebunden. 

CH (Schoeller, Bichromatschmelze): 4,564 mg trocken, 9,055 mg COQ,,. 
2,100 mg H,O, 54,11% C, 5,159 H. 3,208 mg trocken, 6,550 mg CO,, 
1,430 mg H,O, 55,68 % C, 4,999 H. Mittel: 54,90% C, 5,07% H. 

N (Mikro-Dumas, Schoeller): 2,841 mg trocken, 0,207 cem N,, 23°, 
762mm = 843% N. 2,941 mg trocken, 0,21lecm N,, 21°, 771 mm 
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8.45% N. 3,452 mg trocken, 0,258 cem N,, 23,5°, 769 mm 8,71 % N. 
Mittel: 8,539% N. 
Aminostickstoff: 
2,363 mg, 165,8 mm Hg 
Blindwert 32,0 ,,_ ,, 


133,8 mm Hg 1,74 %. 


S: 3,871 mg trocken, 0,2957mg S 7,64°,. 2,884 mg _ trocken, 
0,2226 mg S = 7,72%. Mittel: 7,68 % 


9 -F 


Korrigiert man die Werte fiir 2,57°,, NaCl, so erhalt man: 


Tabelle IV. 





Cc H N  Amino-N Ss Fe cl oO 
IN SF Si alt oe stewens cds 56,35 5,20 8,76 1,78 7,88 6,88 4,18 10,75 
Csg Hy, N,S,0g FeCl ber. .... 55,71 5,05 8,55 1,71 7,83 6,82 4,33 11,72 
Cz9 Hyg N, 8,0, FeCl ber. .... 56,22 5,20 840 1,68 7,70 6,70 4,26 11,52 


Die Titrationskurve, die drei Carboxyle und ein Aquivalent starke 
Saure (HCl) ergab, ist in der Abb. 2 wiedergegeben. 


Monoamino-dithio-hamatin c. 


Die Darstellung wurde schon auf 8. 248 beschrieben. Die Analysen 
ergaben die folgenden Werte: 

Asche: 9,25 bzw. 9,26%. Mittel: 9,26 %. 

EHisen: 6,05 bzw. 5,85%. Mittel: 5,95%%. 5,95°, Fe entspricht 8,51, 
Fe,O,. Also waren 9,26 — 8,51 0,75°%, NaCl oder Na,CO,. Die erste 
Méglichkeit gibt 0,29, Na, die zweite 0,35°, Na. Mittel: 0,32°, Na. 

Chlor: 0,59 bzw. 0,61°. Mittel: 0,60°,. Alles auf Trockensubstanz. 

CH (Schoeller): 4,192 mg, 0,186 mg Gewichtsverlust beim Trocknen. 
4,006 mg, 8,455 mg CO,, 1,840 mg H,O, 0,371 mg Rest. 57,59 % C, 5,14 °% H. 
3,607 mg, 0,155 mg Gewichtsverlust. 3,452 mg, 7,345mg COQ,, 1,640 mg 
H,O. 58,06% C, 5,32% H. Mittel: 57,83% C, 5,23% H. 

N (Schoeller): 3,136 mg, 0,104 mg Gewichtsverlust. 3,032 mg, 0,213 cem 
N,, 24°, 758 mm = 8,05%. 1,642 mg, 0,063 mg Gewichtsverlust. 1,579 mg, 
0,110 cem Ng, 23°, 758mm = 8,01%. Mittel: 8,03 %. 

Aminostickstoff: 1,5 mg trocken, 96,3 mm Hg. Blindwert 13,5 mm Hg. 
Amino-N = 1,67 %%. 

S: 2,590 mg trocken, 0,261 mg Rest, 0,1994 mg S 7,70% 


Nach der Korrektion fiir 0,32°, Na + 0,60°, Cl ergaben sich 


folgende Werte: 
Tabelle V. 





Cc m4 6K Amino-N| 8 Fe oO 
ee SE EE ea PE re 58,37 5,28 8,10 1,65 7.77 «46,01 14,47 
Cz9 Hyg N, 8,0, FeOH ber... 57,49 5,44 8,59 1, "22 2 7,87 6,85 13,76 


Diamino-dithio-hdamatin c. 


100 mg Porphyrin ¢ wurden in 50 ccm Eisessig bei Zimmertempe- 
ratur gelést, was zwar langsam, aber vollstandig und ohne braunliche 
Biochemische Zeitschrift Band 298. 18 
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Verfirbung vor sich ging. Ktwas mehr als die berechnete Menge vor 
Ferrum reductum, 5,83mg, wurde in einem Kolben auf dem Wasserbad in 
50 cem Kisessig unter Durchleitung von reinem Wasserstoff gelést 
was etwa 2 Stunden in Anspruch nahm. (Das Porphyrin enthieli 
auBerdem 0,8°,, Fe.) 20mg Kochsalz wurden schon von Anfang an 
zugegeben, gewOhnlich in einer Spur von Wasser gelést und mit Eis 
essig in den Kolben gespiilt. Als alles Eisen gelést war, wurde die 
Porphyrinlésung in einem diinnwandigen Kolben schnell auf 96°C 
erwarmt und in die heiBe Ferroacetatlésung eingegossen. Die Komplex- 
bindung des Eisens geschah nach spektroskopischer Beobachtung 
praktisch momentan. Es wurde schnell abgekiihlt. Die ganze Zeit 
vom Anfang der Erwirmung der Porphyrinlésung bis zur Abkiihlung 
betrug 80 Sekunden. Die weitere Behandlung bestand in zweimaliger 
Fallung aus Eisessig beim Eindampfen unter Zugabe von médglichst 
wasserfreiem Eisessig und Waschen mit Ather und Wasser. Ausbeute 
61 mg. 

Die Eigenschaften der Substanz in bezug auf Léslichkeit waren 
dem Monoamino-dithio-hamatin ¢ sehr Ahnlich. 


Analysen. 


Asche: 11,40, 11,449. Sulfatasche 12,4°,. Eisenbestimmungen auf 
vier verschiedenen Aschen: 6,41, 6,79, 6,89, 6,27°,; Mittel: 6,59. Davon 
war nur ein Teil komplex gebunden. 0,87 °,, Fe waren mit NaOH fallbar. 
Komplex gebundenes Eisen = 5,72 %. 

Chlor: 2,39, 2,29%; Mittel: 2,34°,. Berechnung von Na: 6,59% Fe 
entspricht 9,43 % Fe,O,. 12,40 —- 9,43 2,97 % als Na, SO, gibt 0,96 9 Na. 
11,42 —- 9,43 1.99% als NaCl oder Na,CO,; 0,78 bzw. 0,86% Na. 
Mittelwert Na: 0,86. 

CH (Schoeller) Bichromatschmelze: 4,057 mg, 0,229mg  Gewichts- 
verlust. 3,828 mg, 7,660 mg CO,, 2,060 mg H,O 54,60% C (6.02% H, 
verworfen). , 

Verbrennung im Schiffehen ohne Bichromat: 3,585 mg, 0,169 mg_ Ge- 
wichtsverlust. 3,416 mg, 6,735 mg CO,, 1,550mg H,O, 0,391 mg _ Rest. 
53,81% C, 5,08% H. Mittel: C = 54,21%, H = 5,08 %. 

N (Schoeller): 3,189 mg, 0,207 mg Gewichtsverlust. 2,982 mg, 0,218 cem 
N,, 20°, 765mm = 8,47% N. 


Amino-N: 


1,5 mg trocken 169,3 mm Hg 
Blindwert - Aa ne 


144,2 mm Hg, 22,5° = 2,92% N. 


1,5 mg trocken 170.3 mm Hg 
Blindwert = 25,1. ,,. <4; 
145,2mm Hg, 22,5° = 2,949 N. 
S: 2,756 mg trocken, 0,312 mg Rest, 0.1730 mg S 6,28%. 2,507 mg 


roecken, Asche verloren, 0,1588 mg S = 6,34. Mittel: 6,31). 


Die fiir 234°, Cl, 0.87%, Fe und 0,86°%, Na korrigierten Werte 
sind unten mit den berechneten Werten verglichen: 
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Tabelle VI. 





Cc H N Amino-N be Fe oO 
Gefunden, korrigiert ........ 56,51 5,30. 8,83 3,05 6.58 5.96 16.84 
(,; Hsg NgS:O,FeOH ber... 5640 5,54 8,78 2,93 6.70 5.83 | 16.71 


Zusammenfassung. 


Es wurden die Reindarstellung und die chemischen und physikali- 
schen Eigenschaften des sog. Porphyrins ¢ und seiner Eisenkomplex- 
verbindungen beschrieben. 

Es wurde ferner gezeigt, dafS das nach saurer Hydrolyse erhaltene 
Porphyrin ¢ eine durch H Br-Eisessig abspaltbare Seitenkette aufweist. 
Diese enthalt zwei S-Atome, zwei Carboxyl- und zwei Aminogruppen. 
COOH und NH, stehen beide Male in g-Stellung zueinander. Beide 
S-Atome sind in Thiodtherbindungen enthalten, welche die Briicke 
bilden zwischen Stammporphyrin und Eiweibkomponente. Die 
S-Atome sind einerseits an diejenigen C-Atome gebunden, tei denen nach 
der H Br-EKisessigspaltung die Hydroxylgruppen des Hamatoporphyrins 
erscheinen, andererseits haften sie an C-Atomen der Diamino-dicarboxyl- 
seitenkette des Porphyrins c. Eine oder mehrere von diesen Amino- 
und Carboxylgruppen sind durch Peptidverbindungen mit dem durch 
saure Hydrolyse abspaltbaren Teil der EiweiBkomponente verkniipft. 
Damit ist zum ersten Male eine Verbindung zwischen Eiweif und 
prosthetischer Gruppe durch Schwefel beobachtet worden. Die Stabilitat 
dieser Bindungsart (Thiodther) erklairt, warum es unmédglich ist, das 
Cytochrom ¢ reversibel zu spalten. 

Die haimochromogenbildenden Gruppen gehdren der  Eiweib- 
komponente an. 
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iber die Entgiftung von Nicotin durch tierisches Gewebe. 
Von 
E. Werle. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Medizini- 
schen Akademie in Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 14, Juli 1938.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Durch den tierischen Organismus resorbiertes Nicotin wird im 
Urin ausgeschieden (1, 2, 3). Allerdings betraigt die im Harn nachweis- 
bare Menge desselben nur etwa 2°,. Wenn auch auBer mit dem Urin 
das Nicotin noch mit anderen Sekreten (SchweiB, Speichel) den Kérper 
verlaBt (2), so scheint doch ein groBes Defizit zwischen aufgenommener 
und unverandert ausgeschiedener Menge zu bestehen. Uber das Schicksal 
dieses weitaus gréBeren Anteils des aufgenommenen Nicotins im Orga- 
nismus ist noch nichts Sicheres~bekannt. 


Biebl, Essex und Mann (4) fanden in Durehstr6mungsversuchen am 
Herz-Lungen-Leberpraparat von Hunden, dafs Nicotin, welches dem durch- 
stro6menden Blute zugesetzt worden war, aus dem Kreislauf verschwand. 
Fir die Entfernung des Nicotins aus der Durchstr6mungsfliissigkeit war die 
Leber verantwortlich, denn aus der Durchstrémungsfliissigkeit von Herz- 
Lungenpraparaten verschwand zugesetztes Nicotin nicht. Die Lunge besitzt 
also nach den genannten Forschern keine entgiftende Wirkung fiir Nicotin. 
Dagegen vermag die Muskulatur des Beines, wohl als Folge von Adsorptions- 
vorgangen, eine gewisse geringe Nicotinmenge zuriickzuhalten. Es konnte 
von den amerikanischen Forschern auBerdem gezeigt werden, daB die 
Injektion derselben Nicotinmenge in den Lymphsack von Fréschen dann 
eine starkere Vergiftung ausléste, wenn die Leber ganz oder teilweise entfernt 
worden war. Ob die Leber das Nicotin speichert oder abbaut, wurde von 
Biebl, Essex und Mann nicht entschieden. 

Fiir eine nicotinentgiftende Fahigkeit der Leber sprechen auch Versuche 
von Dixon (2). Er gewéhnte Kaninechen durch regelmaBige intravendse 
Nicotingaben im Laufe eines Monats an Nicotin. Von einem an Nicotin 
gewohnten und von einem nicht mit Nicotin behandelten Tier wurde dann 
ein diinner Leberbrei hergestellt, mit Nicotin versetzt und 2!/, Stunden bei 38° 
unter Toluol aufbewahrt. Danach wurden die in den Ansiatzen vorhandenen 
Nicotinmengen am Blutdruck der Katze bestimmt. Dabei ergaben die 
Extrakte der nicotingewéhnten Tiere stets geringere Blutdrucksteigerungen 
als diejenigen der nicht vorbehandelten Tiere. Diese Versuche zeigen, da 
mindestens nicotintolerante Tiere die Fahigkeit haben, in der Leber eine 
gewisse Menge Nicotin zu entgiften. Ahnliches fand Dixon bei Verwendung 
von Extrakten aus Gehirn, Riickenmark und quergestreifter Muskulatur 
von nicotingewohnten Tieren. Er fand weiterhin, daB fein zerriebene und 
getrocknete Leber von toleranten Kaninchen nach dem Aufnehmen in 
Kochsalzlésung zugesetztes Nicotin teilweise entgiftet und daB diese Wirkung 
des trockenen Leberpulvers durch neuntagige Lagerung verloren geht. 
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yixon schlieBt aus diesen Versuchen, daB Nicotin in der Leber ,,méglicher- 
weise oxydativ zerstért wird ..., mdglicherweise durch ein Ferment.‘ 

Krafft und Steinhoff (5) konnten zu 200 g Leber von alteren Leichen- 
teilen zugesetztes Nicotin nach Wasserdampfdestillation nicht mehr nach- 
weisen. Die Versuche dieser Autoren wurden von Wenusch (6) iiberpriift. 
Wenusch setzte zu je 100g ganz frischer, noch warmer, fein gehackter 
Schweineleber je l00cem Ringerlésung und unter standigem Riihren 
hei 37° tropfenweise je 50ccm einer Nicotinlésung, die 22 mg Nicotin 
enthielt. Die eine Probe wurde 5, die zweite 24 Stunden bei 37° belassen 
und nach Versetzen mit 20 g Magnesiumoxyd der Wasserdampfdestillation 
unterworfen. Es wurde aus beiden Proben das gesamte Nicotin zuriick- 
erhalten, welches als Nicotinkieselwolframat und als Nicotinpikrat identi- 
fiziert wurde. 

Wenusch kommt auf Grund seiner Versuche zu dem SchluB, daB das 
physiologische Nicotindefizit im Harn auch nicht teilweise auf eine 
entgiftende Wirkung der Leber zuriickgefiihrt werden kann. Die von 
Biebl, Essex und Mann, sowie von Dixon festgestellte entgiftende 
Wirkung der Leber kénnte demnach lediglich durch eine adsorptive 
Festlegung des Nicotins zustande kommen. 

Im Hinblick auf bestimmte fermentative Leistungen des Organismus 
schien es mir nun dennoch méglich, daB gewisse tierische Organe das 
Nicotin nicht nur zu speichern, sondern auch oxydativ abzubauen 
vermégen. Wenn aber ein oxydativer Abbau vorlag, so muBte eine 
Untersuchung, welche diese Frage zu priifen unternahm, in erster 
Linie fiir eine gute Sauerstoffversorgung des auf seine Nicotin ent- 
giftende Fahigkeit zu priifenden Gewebes Sorge tragen. Von diesem 
Gesichtspunkt aus schienen mir namentlich die Versuche von Wenusch 
einer Revision zu_bediirfen. 

Fiir die Priifung auf eine entgiftende Fahigkeit von Organen fiir 
Nicotin wurde die Warburgsche Gewebsschnittmethode gewahlt. Ver- 
wendet wurden meist die Organe des Kaninchens. Sie wurden dem eben 
getéteten und entbluteten Tier entnommen, mit der Rasierklinge wie 
iiblich geschnitten und in Tyrodelésung im Glasarm nach Krebs, nach 
Zusatz von Nicotin, unter standiger Sauerstoffdurchleitung bei 37,5° 
meist 3 Stunden lang geschiittelt. Dabei wurden jeweils 0,8 g Organ 
mit 3cem Tyrodelésung und mit 0,5 mg Nicotin pur. Merck, gelést in 
0,5cem Wasser, versetzt. Zu jedem Hauptversuch wurde ein Leer- 
versuch, namlich Organschnitt ohne Nicotin, angesetzt. 

Das Nicotin wurde pharmakologisch gemessen, und zwar am iso- 
lierten Meerschweinchendiinndarm. Ein in I8 ccm Tyrodelésung 
suspendierter Meerschweinchendiinndarm von etwa 4cem Lange wird 
schon durch 5 bis 10 y Nicotin kraftig kontrahiert. Das Gift laBt sich 
leicht auswaschen und der urspriingliche Tonus stellt sich wieder ein. 
Die Ausschlage, die durch ein und dieselbe Nicotinmenge verursacht 
werden, lassen sich im allgemeinen befriedigend reproduzieren und ihre 
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GréBe steigt in gewissen Grenzen mit der angewandten Nicotinmeng: 
an!. Es laBt sich also das Nicotin mit Hilfe des isolierten Meerschweir 
chendiinndarms bei einiger Ubung in den hier beschriebenen Versuchs 
ansatzen gut messen. 


Die bisher untersuchten Organe des Kaninchens, namlich Leber, Lung: 
Milz, Muskeln, Niere, Gehirn und Diinndarmschleimhaut liefern z. B. nach 
5stiindigem Schiitteln unter Sauerstoff keine oder nur Spuren von darm 
kontrahierenden Stoffen, so daB die Bestimmung des Nicotins in keine: 
Weise gestért wird. Es gibt zwar die Lunge an die Suspensionsfliissigkeit 
Histamin ab, welches den Meerschweinchendiinndarm in ahnlicher Weis: 


Abb. 1. 
Isolierter Meerschweinchendiinndarm in 18 cem 
luftdurchperlter Tyrodelésung  suspendiert 
Temperatur 37,59. Hebeliibertragung 1: 7 


Bei Pfeil 1: 0,2 cem eines Ansatzes: Leber 
schnitte + Nicotin enthaltend 
23,2g Nicotin nach Sstiindigem 
Schiitteln unter O». 

2: Derselbe Ansatz ohne Nicotin 
KCN (Lésung 0,003 mol.) 
3: 0,1 cem. 

5: 0,2 cem desselben Ansatzes, je- 
doch Nicotin nach 5 stiindi 
gem Schiitteln unter Op. 

+ » 4: 0,1 ccm. 

“A . 6: 0,15cem Nicotin-Standardlésung 

entsprechend 11,6 y bzw. 17,4 ; 
1-Nicotin. 





kontrahiert wie das Nicotin. Bekanntlich wird in Sauerstoffgegenwart aber 
das Histamin durch die Histaminase der Lunge abgebaut und so pharma- 
kologisch unwirksam ?. 

Unter den geschilderten Bedingungen vermégen nun Muskeln, 
Milz, Gehirn und Diinndarmschleimhaut von-Kaninchen keine nennens- 
werten Mengen von Nicotin zu entgiften, d.h. das zugesetzte Nicotin 
kann im geschilderten Versuch nach dreistiindigem Schiitteln mit O, 
quantitativ zuriickgemessen werden. Es werden also auch keine 
nennenswerten Mengen Nicotin an die genannten Gewebe adsorbiert. 
In Gegenwart von Nierengewebe nahm die zugesetzte Nicotinmenge 
deutlich ab. z. B. um 30°,. Ein starkes Entgiftungsvermégen besitzt 
aber die Lunge und ein noch deutlich starkeres die Leber (Abb. 1). 


1 Diese GesetzmaBigkeit geht mituater wahrend langerer Messungen 
verloren. Der Darm spricht dann oberhalb einer gewissen Mindestmenge 
auf verschiedene Dosen von Nicotin gleich stark an. Derartige Darmstiicke 
sind dann zu weiteren Messungen unbrauchbar. — ? In Fallen z. B. bei 
Schweineleber, bei denen die Organschnitte darmkontrahierende Substanzen 
abgeben, die auch nach O,-Einwirkung noch nachweisbar bleiben, kann 
die zugesetzte bzw. noch vorhandene Nicotinmenge am vergr6Berten Aus 
schlag erkannt werden. 
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0.8 g dieser Organe vermégen unter Sauerstoff z. B. in 1'/, Stunden 450 
bzw. 200 y Nicotin zu entgiften. Die Beziehung zwischen der Reaktions- 
dauer und dem Grad der Nicotinentgiftung wird durch die Abb. 2 
wiedergegeben. 

Bei dieser Entgiftung kann es sich nun nicht um eine adsorptive 
Entfernung des Nicotins aus der Reaktionslésung handeln. Meine 
Versuche ergaben namlich, daB in Abwesenheit von Sauerstoff, z. B. 
unter N,, die Organschnitte Nicotin nicht entgiften oder aus der Tyrode- 
lésung entfernen. Aber auch in Gegenwart von Sauerstoff findet dann 
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0 2 YO 60 80 100 120 140 160 180 200 220 
Min. 
Abb. 2. 
Zeitlicher Verlauf der Nicotinentgiftung durch Leber- und Lungen- 
schnitte vom Kaninchen. Je 0,8 g Organschnitt + 3,0 cem Tyrode- 
lésung + 0,5cem Tyrodelésung enthaltend 0,5 mg Nicotin unter 
Sauerstoff geschiittelt bei 37°. py - 6,9. 


keine bzw. nur eine geringe Entgiftung statt, wenn der Versuchs- 
ansatz mit soviel KCN versetzt wurde, daB eine 0,001 bis 0,003 mol. 
KCN-Lésung resultiert oder wenn der Sauerstoff 20°, CO enthielt. 
Aus diesen Versuchen muB also geschlossen werden, daB an der Ent- 
giftung des Nicotins ein gegen Blausiure und Kohlenoxyd empfind- 
liches System beteiligt ist, wahrscheinlich ein Ferment, das vor allem 
in Leber und Lunge sowie in der Niere enthalten ist und in den 
iibrigen untersuchten Geweben, ferner auch im Blute fehlt. 

Die nicotinentgiftende Fahigkeit der Lungenschnitte wird durch 
kurzes Aufkochen in Tyrodelésung vollkommen aufgehoben!. Bei der 
gleichen Behandlung wird die entgiftende Fahigkeit der Leberschnitte 
zwar wesentlich herabgesetzt, z.B. um 70°, sie verschwindet aber 
nie ganz. 

Die Wirksamkeit des entgiftenden Ferments ist in charakteristischer 
Weise von der H-lonenkonzentration des Reaktionsmilieus abhangig. 

1 Bei derartigen Versuchen treten in der Suspensionslésung groBe 
Mengen Histamin auf, welche die Messung des zugefiigten Nicotins un- 
méglich machen. Wir zerst6ren daher vor der Auswertung in solchen 
Fallen das Histamin durch Histaminase (Torantil Bayer), in dem z. B. 


0,7 cem Versuchsansatz mit 0,5 cem Histaminaselésung 45 Minuten lang 
unter Sauerstoff geschiittelt werden. 
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Sie besitzt fiir Lunge und Leber bei etwa neutraler Reaktion ei) 
scharf ausgeprigtes Optimum. Die Aktivitaét des Ferments fallt nac! 
dem sauren Gebiet hin steil ab und ist schon bei py 6 etwa gleici, 
Null. Im alkalischen Bereich ist der Aktivitatsabfall weniger steil 
denn das Ferment ist bei py 9 noch eben wirksam. 

Wenn nach dem bisher Mitgeteilten eine adsorptive Festlegung des 
Nicotins durch Leber und Lunge auch auBerst unwahrscheinlich ist 
so versuchten wir dennoch, diesen Einwand zu entkraften. Es gelang 
durch Wasserdampfdestillation Nicotin aus den Versuchsansiatzen 
quantitativ zuriickzuerhalten, wenn kurz nach Fertigstellung der 
Ansitze destilliert wurde, oder wenn das Nicotin bei pu 5 bzw. 9.5 
mit den Organschnitten unter Sauerstoff z. B. 5 Stunden geschiittelt 
worden war. In jenen Fallen aber, in welchen das Nicotin nach 2- 
oder 5stiindigem Schiitteln mit Sauerstoff bei neutraler oder schwach 
alkalischer Reaktion in der Suspensionslésung nicht mehr nachweisbar 
war, konnte es auch nach Wasserdampfdestillation nicht mehr zuriick- 
erhalten werden. 

Fiir die Wasserdampfdestillation wurde der Versuchsansatz samt den 
Organschnitten in ein Kochkélbechen von 50 ccm Inhalt, welches mit 
200 mg MgO beschickt worden war, tibergefiihrt und dann 20 cem Destillat 
gewonnen. 

Das nicotinentgiftende Ferment laBt sich bisher nicht in Lésung 
iiberfiihren. Es ist nur dann wirksam, wenn die Gewebsschnitte intensivst 
mit Sauerstoff versorgt werden; es geniigt dazu z. B. nicht, die Gewebs- 
schnittsuspension in offenen Reagensglisern unter Luft wahrend 
5 Stunden zu belassen. Eine nach Dixon (2) gewonnene Suspension 
von mit Seesand fein zerrissenen Leberzellen vermochte unter den 


oben beschriebenen Bedingungen Nicotin nicht zu entgiften. 


Die Untersuchung wird fortgesetzt. 
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